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Introduction bibliographique générale 
 

I. Le poisson zèbre : un organisme modèle 
 

Le poisson zèbre (Danio rerio) est un poisson d’eau douce qui mesure à l’âge adulte 2 à 5 cm 

de long, présentant des bandes horizontales bleues et argentées (Figure 1). Originaire de 

l’Inde et de la péninsule Malaise, il habite les eaux tropicales telles que les rizières, les eaux 

stagnantes et les petits cours d’eau de lent débit.   

 

Figure 1 : Femelle et mâle de poissons zèbres adultes 

Le poisson zèbre mâle possède des rayures horizontales tirant sur le jaune alors que celles des femelles sont 

plutôt blanchâtres. Les femelles ont un abdomen plus gonflé que les mâles. 

 

Les poissons représentent un ensemble paraphylétique, c’est-à-dire phylogénétiquement 

non homogène. Il comporte trois groupes : les chondrichtyens (ou poissons cartilagineux), 

les ostéichtyens (ou poissons osseux) et divers poissons sans mâchoires (agnathes). Le 

poisson zèbre est un ostéichtyen appartenant à la classe des téléostéens (Figure 2). 

Il  est devenu un modèle en biologie du développement à partir des années 1930, avec des 

études portant sur la formation du pronephros ; organe primitif du rein (Goodrich, 1930), 

mais ce n’est que dans les années 1980s avec la publication de George Streisinger sur la 

production de clones homozygotes du poisson zèbre (Streisinger et al., 1981) que l’utilisation 

de ce modèle s’est étendue à de nombreux autres domaines tels que la génomique, la 

génétique, l’hématopoïèse, et la modélisation de pathologies humaines. 
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Figure 2 : Classification simplifiée du poisson zèbre 

Les ostéichtyens possèdent un squelette interne osseux. Les actinoptérygiens sont des poissons aux nageoires 
rayonnantes. La plupart des poissons actuels se rangent dans les actinoptérygiens qui se divisent en 3 classes 
dont celle des Téléostéens. Les Téléostéens regroupent plus de 20000 espèces parmi lesquelles le poisson 
zèbre, (Danio rerio), de l’ordre des Cypriniformes et de la famille des Cyprinidés.  

  

Le poisson zèbre présente de nombreux avantages qui lui permettent d’être un modèle de 

choix parmi les organismes modèles. Tout d’abord, le poisson zèbre est un vertébré et 

possède par conséquent un programme génétique plus proche de celui de l’Homme que des 

modèles invertébrés comme la drosophile Drosophila melanogaster  ou le nématode 

Caenorhabditis elegans. Ensuite, son élevage est aisé et économique : par sa petite taille, le 

poisson zèbre peut être élevé en grand nombre dans un volume d’eau et un espace 

restreint. Dans des conditions optimales, une femelle peut pondre jusqu’à 200 œufs par 

semaine. Le poisson zèbre a également un développement très rapide : l’embryogénèse 

dure 24 heures et l’organogénèse est entièrement achevée après 5 jours de développement. 

Enfin, le développement des embryons ex-vivo et l’exceptionnelle transparence des œufs et 

des larves, favorisent la manipulation des embryons, mais surtout la visualisation de la 
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formation et de la fonction des organes internes dans un organisme vivant. Ceci permet 

aussi une observation plus aisée avec l’utilisation de gènes rapporteurs ou de marqueurs 

fluorescents.  

II. Les principales étapes du développement du poisson zèbre 
 

Le développement embryo-larvaire du poisson zèbre est très rapide. Il est divisé en huit 

périodes fondamentales constituées chacune de plusieurs stades (Kimmel et al., 1995). 

1) La période « zygote » :  
 

La période « zygote » commence après la fécondation (t=0h). L’œuf est alors composé d’une 

cellule unique et d’une zone de réserve, le vitellus. Il est entouré d’une membrane 

protectrice appelée le chorion. Les mouvements cytoplasmiques sont activés et le 

cytoplasme migre vers le pôle animal (Figure 3A) 

2) La période de division : 
 

La période de division commence ¾ d’heure après la fécondation. Après la première mitose, 

l’embryon est formé de deux cellules appelées blastomères. Les blastomères se divisent 

ensuite de façon synchrone toutes les 15 minutes et communiquent avec le vitellus par des 

ponts cytoplasmiques  (Figure 3B). 

3) La période de blastula : 
 

La période de blastula commence par le stade 128 cellules à t=2h15. Le blastoderme forme 

alors un dôme sur le sac vitellin. Cette période est marquée par deux évènements 

importants : la formation de la couche vitelline syncitiale (CVS) et la transition mid-

blastuléenne (MBT). La couche vitelline syncitiale est formée suite à la fusion des cellules se 

trouvant à la frontière entre l’embryon et le vitellus. Cette couche forme dans un premier 

temps un anneau à la base du blastoderme puis elle s’enfonce sous ce dernier pour donner 

naissance à la couche vitelline syncitiale interne (CVSi). Celle-ci persiste durant tout le 

développement entre les cellules embryonnaires et les cellules vitellines, suggérant un rôle 

nutritif. La transition mid-blastuléenne intervient entre les stades 512 et 1024 cellules et 
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correspond au début de l’expression zygotique. Jusqu’à cet évènement, des molécules 

maternelles déposées dans le vitellus au moment de l’ovogénèse, assurent le métabolisme 

et la signalisation cellulaire. La blastula change de forme après le stade 1024 cellules ; elle 

s’allonge, l’axe pôle animal- pôle végétal se raccourcit, puis elle retrouve finalement une 

forme sphérique. A partir de ce stade sphère, le blastoderme commence à recouvrir le 

vitellus par des mouvements d’épibolie. La période de blastula se termine au stade 30% 

épibolie (le pourcentage d’épibolie représente la fraction du sac vitellin recouverte par le 

blastoderme). 

4) La période de gastrulation : 
 

Le stade 50% épibolie correspond au début de la période de gastrulation (t=5h15). Cette 

période est marquée par des mouvements morphogénétiques. Les cellules de la marge 

subissent des mouvements d’involution sous l’épiblaste, ce qui permet la formation de deux 

feuillets embryonnaires profonds, l’endoderme et le mésoderme. Ces mouvements 

d’involution entrainent, dans un premier temps, un épaississement uniforme de la zone 

marginale, appelé anneau germinatif. Des mouvements de convergence vont rapidement 

entrainer une accumulation de cellules qui constitue le bouclier embryonnaire. Celui-ci 

marque le futur pôle dorsal de l’embryon. Ces mouvements de convergence vers le pôle 

dorsal sont accompagnés de mouvements d’extension le long de l’axe animal-végétal. En 

parallèle, les mouvements d’épibolie continuent jusqu’à un recouvrement complet du 

vitellus par l’embryon (100% épibolie). A la fin de la période de gastrulation les axes 

antéropostérieurs et dorso-ventraux sont définis et les principales régions de l’embryon 

(tête, tube neural, queue) sont reconnaissables morphologiquement. 

5) La période de segmentation : 
  

La période de segmentation a lieu à partir de t=10h. Cette période est marquée par une 

grande variété de mouvements morphogénétiques, l’apparition des rudiments des organes 

primaires, le développement du bourgeon caudal, l’élongation de l’embryon et la 

segmentation en somites, de l’antérieur vers le postérieur, du mésoderme para-axial au 

niveau de l’hypoblaste dorsal. Les premiers mouvements de l’embryon apparaissent, c’est-à-

dire, des changements de positions au sein du chorion. 
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6) La période pharyngienne : 
 

La période pharyngienne se déroule entre t=24h et 48h. Elle est marquée par le début de la 

pigmentation de la rétine et de la peau. La notochorde est bien développée, tous les somites 

sont formés, le cerveau est composé de cinq lobes, les nageoires commencent à se 

développer et des contractions musculaires brusques sont fréquentes. Le système 

circulatoire se forme. 

Le cœur commence à battre au début de la période pharyngienne. Il est alors formé d’un 

tube droit, puis le ventricule et l’atrium deviennent chambres cardiaques 

morphologiquement distinctes à t=36h. Une courbure apparait ensuite pour placer le 

ventricule à droite de l’atrium. A la fin de la période pharyngienne, le bulbe artériel se forme 

à la sortie du ventricule  (Glickman and Yelon, 2002). Selon Grimes et al. , cette structure 

faite de muscle lisse ne doit pas être désignée comme étant une chambre cardiaque mais 

plutôt comme homologue au tronc aortique des vertébrés supérieurs (Grimes et al., 2006). 

Durant la période pharyngienne, les cellules de la glande d’éclosion apparaissent, répandues 

à la surface du sac vitellin dans la région péricardiaque.  Au niveau de cette zone, la couche 

de cellules épidermiques recouvrant le vitellus est interrompue : les cellules de la glande 

d’éclosion se retrouvent ainsi justes sous celles du périderme. Elles possèdent des granules 

cytoplasmiques contenant des enzymes nécessaires à l’éclosion. Elles grossissent au cours de 

la période pharyngienne et s’élèvent à travers les cellules du périderme pour atteindre 

l’espace périvitellin où seront libérées les enzymes par dégranulation. Ces enzymes 

fragilisent le chorion pour permettre l’éclosion.  

7) La période d’éclosion : 
 

Durant la période de l’éclosion qui commence à t=48h, l’embryon continue de grandir et la 

morphogenèse des organes primaires se termine. Les cartilages des nageoires et de la tête 

(mâchoires et arcs branchiaux) se développent et les nageoires pectorales s’allongent 

postérieurement. La pigmentation devient très importante et le cœur bat.  

8) La période larvaire précoce : 
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A partir de l’éclosion, l’embryon devient une larve. Durant cette période, la larve qui a 

pratiquement achevé sa morphogénèse, continue de grandir, nage activement et les 

mouvements des nageoires pectorales, des mâchoires et des yeux apparaissent. La bouche 

est largement ouverte et dépasse de plus en plus vers l’avant. Le premier os, le cleithrum, 

apparaît au cours de cette période. La morphogénèse est alors suffisamment aboutie pour 

permettre à la larve de respirer, de se nourrir et de répondre à des stimuli par la fuite.   
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A : A la période zygote, la cellule unique se trouve sur le vitellus du coté de pôle animal (pa) opposé au pôle 
végétatif (pv). B : Pendant la période de division, l’embryon passe par le stade 8 cellules. C : Juste avant le 
début de l’expression des gènes zygotiques, les cellules se trouvant à la frontière entre l’embryon et le vitellus 
fusionnent pour former la couche vitelline syncitiale (CVS). D : Du stade sphère à la fin de la gastrulation, le 
blastoderme recouvre le vitellus par des mouvements d’épibolie. A ce stade, l’embryon est à 50%  d’épibolie. 
E : Pendant la gastrulation, les mouvements d’involution des cellules de la marge sous l’épiblaste sont plus 
importants au niveau dorsal créant un épaississement appelé bouclier embryonnaire (flèche rouge). F : En fin 
de gastrulation, l’embryon est à 90% d’épibolie. G-H : Pendant la segmentation, les rudiments des organes 
primaires tels que les primordium optique (flèche en rouge en G), et le cœur (flèche rouge en H) apparaissent, 
le bourgeon caudal se développe, l’embryon s’allonge et les somites se segmentent de l’antérieur vers le 
postérieur. I : A 24h de développement (période pharyngienne), les différentes structures embryonnaires sont 
facilement reconnaissables : la notochorde est bien développée (flèche rouge en I), tous les somites sont 
formés, le cerveau est composé de cinq lobes, les nageoires apparaissent et la pigmentation commence au 
niveau de la rétine et de la peau. (D’après les ressources anatomiques de la base de données spécifiques ZFIN 
(http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/index.html) 
 
 

Figure 3 : Les principales étapes du développement du poisson zèbre 

A pa 

pv 

B C 

 E 

G I H 

D 

http://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/index.html
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III. Le poisson zèbre comme modèle génétique  
 

1) Le génome du poisson zèbre 
 

Le séquençage complet du génome du poisson zèbre a été publié en 2013 (Howe et al., 

2013). Il possède environ 26000 gènes codant des protéines, dispersés sur 25 chromosomes, 

qui présentent 85% d’identité avec l’Homme, et 70% de gènes orthologues. 

L’observation des phénomènes de polyploïdisation (duplication du matériel génétique) est 

fréquente et récurrente dans le monde vivant. La théorie de l’évolution par duplication de 

gènes (Klose et al., 1969; Wolf et al., 1969) est basée sur le fait que les duplications de gènes 

ou de génomes entiers (tétraploïdie) sont des évènements évolutifs ayant eu un rôle 

important dans l’évolution des vertébrés. En effet, ces phénomènes de polyploïdisation 

auraient conduit à l’apparition de milliers de copies de gènes capables d’engendrer des 

fonctions nouvelles. Dès le début des années 1970, S. Ohno prédisait l’existence d’une ou 

plusieurs duplications complètes du génome à l’origine des vertébrés (Soukup, 1974). 

Depuis, une hypothèse a été avancée, annonçant que deux tours de duplications de génome 

ancestral se seraient produits au cours de l’évolution des chordés (Holland et al., 1994). 

Cette hypothèse est connue sous le nom d’hypothèse des “2R” (pour 2 rounds of genome 

duplication) (Hokamp et al., 2003; Panopoulou and Poustka, 2005). Le premier tour de 

duplication serait intervenu après le clivage entre la lignée des céphalocordés et celle des 

vertébrés tandis que le second se serait produit avant l’émergence des gnathostomes, 

vertébrés à mâchoires regroupant les chondrichtyens et les ostéichtyens (Figure 4). 

Le séquençage complet du génome du Tétraodon (Tetraodon nigroviridis) a révélé 

l’existence d’une troisième duplication de l’ensemble du génome survenue dans la lignée 

des actinoptérygiens, vers l’origine des Téléostéens (Jaillon et al., 2004). Il reste dans les 

génomes des poissons contemporains, de nombreuses traces de cette duplication 

génomique (Robinson-Rechavi and Laudet, 2001; Robinson-Rechavi et al., 2004). Ainsi, la 

présence de blocs synthétiques dupliqués a été observée grâce à des données de 

cartographie génétique comparée entre le poisson zèbre et l’Homme. De plus, ces blocs 

paralogues ont un rapport d’homologie de 2 pour 1 avec des blocs synténiques dans un 

génome non dupliqué (Postlethwait et al., 2000). Enfin grâce à des datations par « horloge  
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moléculaire » (l’hypothèse que les gènes évoluent tous à la même vitesse, permettant des 

datations), un pic de divergences moléculaire a été mis en évidence, il y a 200 à 300 millions 

d’années, vers l’origine des poissons téléostéens, attestant que les gènes paralogues 

auraient tous été dupliqués en même temps (Taylor et al., 2001), apportant ainsi la dernière 

preuve d’une duplication génomique. 

Une conséquence a priori évidente de la duplication génomique devrait être l’augmentation 

du nombre de gènes. Pourtant, les estimations des nombres de gènes chez le poisson zèbre 

et chez l’Homme sont similaires. En fait, la plupart des gènes sont perdus après duplication. 

Mais la duplication peut aussi libérer une des copies pour l’exploration d’une nouvelle 

fonction. Après mutation, une spécialisation fonctionnelle de l’une des copies 

(néofonctionnalisation) a lieu. Enfin, les gènes paralogues peuvent être préservés par 

subfonctionnalisation : si chacun des deux gènes perd, par mutation, une part de la fonction 

(par exemple, l’expression dans un organe particulier), alors la sélection naturelle préserve 

les deux copies pour conserver la fonction complète du gène ancestral (Lynch and Conery, 

2000). Ce mécanisme concerne souvent des gènes qui ont plusieurs sous-fonctions 

impliquées dans le développement, la physiologie ou l’immunologie.  

Chez le poisson zèbre, de nombreuses études d’un gène particulier décrivent la 

caractérisation de deux copies, co-orthologues d’un gène unique humain (Amores et al., 

1998; Chiang et al., 2001; Ishikawa et al., 2007; Nornes et al., 1998). Ces gènes 

supplémentaires peuvent être dus à la duplication du génome chez l’ancêtre des 

Téléostéens mais aussi à des polyploïdisations plus récentes. Ainsi, lorsqu’une recherche 

d’un gène orthologue à un gène de mammifère est effectué chez le poisson zèbre, il est 

important de prendre en considération la présence éventuelle d’une copie supplémentaire 

du gène étudié dans le génome du poisson zèbre.  
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Figure 4 : La duplication de gènes à l’origine des Téléostéens 

A et B représentent le premier et le deuxième tour de duplication à grande échelle suivant l’hypothèse de 
Holland et al. C représente la duplication qui s’est produite chez les Actinoptérygiens, vers l’origine des 
téléostéens. (D’après Robinson-Rechavi et al.) Les longueurs de branches sont arbitraires et ne correspondent 
pas au temps écoulé. 

 

2) Génétique fonctionnelle chez le poisson zèbre 
 

La fonction des gènes étant souvent conservée entre les vertébrés, des études 

fonctionnelles chez le poisson zèbre peuvent donner des informations sur les bases 

génétiques du développement des vertébrés et les gènes impliqués dans des pathologies 

humaines. Les criblages génétiques (génétique directe) représentent une méthode de choix 

pour identifier des gènes ayant une fonction essentielle. Différents types de mutagénèse 

peuvent être utilisés chez le poisson zèbre (Amsterdam, 2006). 
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a. La mutagénèse chimique aléatoire  
 

La mutagénèse chimique aléatoire est largement utilisée chez le poisson zèbre pour 

identifier des gènes requis dans des processus spécifiques. Deux criblages de mutagénèse 

chimique à grande échelle ont été menés il y a quelques années, permettant d’identifier plus 

de 6600 mutations parmi lesquelles 1740 mutants ont été retenus (Driever et al., 1996; 

Haffter et al., 1996). Pour générer ces mutants, les poissons mâles adultes sont exposés au 

composé mutagène N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). Cet agent synthétique alkylant induit des 

mutations ponctuelles en transférant son groupe éthyle à des bases de l’ADN (Grunwald and 

Streisinger, 1992). Le poisson zèbre est particulièrement résistant à la toxicité de l’ENU, ce 

qui permet d’obtenir des niveaux de mutagénèse et une atteinte de locus spécifique plus 

élevés que chez d’autres modèles de vertébrés. La mutagénèse nécessite ensuite d’identifier 

la nature moléculaire des mutations. Après un criblage à grande échelle des mutants 

obtenus, la stratégie du clonage positionnel permet d’identifier les gènes mutés 

responsables des phénotypes anormaux observés (Bahary et al., 2004; Talbot and Schier, 

1999) 

b. La mutagénèse insertionnelle aléatoire  
  

La mutagénèse insertionnelle aléatoire utilisant des rétrovirus est aussi utilisée pour la 

recherche génétique chez le poisson zèbre (Gaiano et al., 1996; Lin et al., 1994). Un criblage 

de mutagénèse insertionnelle à grande échelle a été réalisé par l’équipe de N. Hopkins : 520 

mutations ont été caractérisées dans environ 400 loci et 335 gènes ont été identifiés parmi 

ces 400 loci (Amsterdam et al., 1999; Golling et al., 2002). Les mutations insertionnelles sont 

induites par injection de rétrovirus pseudotypés dans les embryons au stade de la blastula. 

Le provirus s’insère dans l’ADN de certaines cellules donnant naissance à un embryon 

mosaïque. Seules les insertions situées dans les cellules à l’origine de la lignée germinale 

sont transmises à la descendance. Cette méthode est moins efficace que la mutagénèse 

chimique mais facilite l’identification du gène muté par la présence d’une étiquette 

moléculaire au site de la lésion, évitant ainsi le recours au clonage positionnel. L’utilisation 

de transposons comme méthode de mutagénèse insertionnelle chez le poisson zèbre reste 

moins développée (Davidson et al., 2003a; Kawakami, 2000; Raz et al., 1998). 
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La génétique inverse permet également de déterminer la fonction d’un gène, ceci en 

étudiant les conséquences phénotypiques liées à la perturbation de la fonction d’un gène 

d’intérêt. Différentes approches de génétique inverse sont utilisables chez le poisson zèbre 

telles que le TILLING, l’invalidation de gènes et la transgénèse.   

c. Le tilling (Targeting Induced Local Lesion In Genomes) 
 

Cette stratégie, établie chez Arabidopsis thaliana (McCallum et al., 2000), combine 

l’efficacité de la mutagénèse traditionnelle à l’ENU avec des protocoles de biologie 

moléculaire, afin d’identifier dans une population de mutants des mutations au niveau d’un 

gène d’intérêt (Stemple, 2004). Cette méthode a depuis été utilisée sur divers modèles 

animaux dont le poisson zèbre, et a déjà permis l’identification de mutations dans différents 

gènes d’intérêt (Wienholds et al., 2002, 2003).  

Le principe du TILLING est le suivant : après traitement des mâles F0 à l’ENU, l’ADN des 

mâles de la génération suivante (F1) est collecté et les gènes d’intérêts sont amplifiés par 

PCR. Les amplicons sont mélangés et réappariés, entrainant  la formation d’hétéroduplex 

entre les brins mutant et sauvage. Les mutations ponctuelles sont détectées dans les 

amplicons par séquençage direct ou par électrophorèse après traitement des hétéroduplex 

par l’endonucléase Cel1 qui clive  les hétéroduplex au niveau des mauvais appariements. Dès 

qu’une mutation est détectée dans un amplicon donné, les poissons correspondants sont 

croisés pour générer des mutants hétérozygotes ou homozygotes pour le gène cible. Il est 

également possible de réaliser une fécondation in vitro avec des œufs sauvages et du 

sperme des mâles F1 mutants préalablement congelé.  

d. La mutagénèse grâce aux TALEs  Nucléases  
 

Les TALEs (Transcription Activators Like Effectors) ont été découverts dans le cadre d’études 

sur les interactions hôte-pathogène observées dans les cellules végétales. En effet, les 

Xanthomonas, un genre de protéobactéries causant des maladies chez les plantes, injecte les 

TALEs dans la cellule végétale, qui sont par la suite transloqués dans le noyau, activant 

l'expression de gènes cibles, ce qui facilite la multiplication et la propagation des agents 

pathogènes (Boch and Bonas, 2010). Les TALEs sont généralement composés d'un domaine 
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de translocation N-terminal, un domaine centrale de répétition (responsable de la liaison à 

l'ADN) et un domaine C-terminal d'activation transcriptionnelle.  Le domaine permettant la 

liaison à l'ADN comprend des répétitions en tandem, chacune étant constituée d'environ 34 

résidus d'acides aminés hautement conservés, sauf les 12ème et 13ème acides aminés qui 

contiennent deux résidus variables appelés RVD (Repeat Variable di-Residues) ; capables de 

reconnaitre un nucléotide spécifique. En associant plusieurs TALEs, contenants des RVDs 

spécifiques, il est possible de reconnaitre n’importe quelle séquence d’ADN. La technique de 

TALENs quant à elle, consiste à fusionner ces TALEs à une endonucléase, capable de cliver 

l’ADN. L’une des endonucléases les plus utilisées est Fok1. Ainsi, Deux TALEs sont construits 

de part et d’autre du site que l’on veut couper. La nucléase Fok1, en dimérisant, sera capable 

de couper l’ADN et de provoquer une cassure double brin à l’endroit ciblé du génome. Les 

erreurs introduites par la machinerie de réparation d’ADN de la cellule provoqueront 

l’apparition de délétions/insertions ou d’altérations permanentes dans le gène cible et le 

rendront ainsi non fonctionnel. L’efficacité de la mutagénèse est de 70 à 100% (Bedell et al., 

2012). 

e. Le système CRISPR/cas 9  
 

CRISPR/cas9 (clustered regularly interspaced palindromic repeats/CRISPR-associated), est un 

système qui permet aux bactéries de se défendre contre une invasion d'acides nucléiques 

étrangers dérivés de plasmides exogènes ou des bactériophages (Bhaya et al., 2011). Il s'agit 

d'un système à trois composants constitué par un ensemble de petits ARN CRISPR (crRNAs), 

d’ARN auxiliaire de transactivation des crRNAs (tracrRNA) et d’une nucléase associée au 

locus CRISPR (CRISPR associé=CAS). Ce locus contient de courtes répétitions palindromiques 

flanquant des séquences appelées « protospacers, qui après transcription, génèrent de 

courts ARN (crRNAs) qui reconnaissent les acides nucléiques étrangers, en s’y liant de façon 

spécifique. Les ARNs auxiliaires tracrRNA sont alors recrutés pour favoriser la liaison de la 

nucléase au complexe tracrRNA-ADN-crRNA, induisant le clivage de l'ADN étranger, et 

l'inactivation de l'agent pathogène (Wiedenheft et al., 2012).  

 

Cette capacité de reconnaissance de séquence spécifique a fait de ce système CRISPR/cas9 

un outil de mutagénèse performant chez le poisson zèbre, dont l’efficacité est estimée en 

moyenne à 84% (Hruscha et al., 2013). Le principe de mutagénèse chez le poisson zèbre est  
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basé sur l’utilisation d’une endonucléase cas9, qui sera exprimée à partir d’un vecteur 

d’expression, lequel contiendrait aussi une séquence spécifique du gène cible, avec du coté 

3’ une séquence NGG, reconnu par l’endonucléase cas9, qui va cliver l’ADN double brin. Le 

principe est ensuite le même que pour les TALENs, où les erreurs  dans les réparations d’ADN 

vont créer des gènes non fonctionnelles.  

f. La transgénèse 
 

La transgénèse est une technique consistant à ajouter un ou plusieurs gènes au génome d’un 

être vivant, de façon à provoquer une ou des modifications dans les caractéristiques de ce 

dernier. 

La transgénèse chez le poisson zèbre a débuté à la fin des années 1980 (Stuart et al., 1988). 

Pour établir des lignées transgéniques stables, différents protocoles ont été développés dont 

le plus commun est la microinjection d’ADN dans les embryons au stade unicellulaire. Cet 

ADN introduit dans l’œuf va former des concatémères de haut poids moléculaire qui restent 

extrachromosomiques et sont amplifiés environ 10 fois jusqu’à la gastrulation, avant d’être 

intégrés dans le génome. Cette intégration va permettre une expression mosaïque du 

transgène dans cette génération de poisson F0. La fréquence de transmission à la 

descendance est généralement inférieure à 10%  (Amsterdam et al., 1995; Lin et al., 1994; 

Stuart et al., 1988). Un protocole a été développé pour augmenter l’efficacité de 

transgénèse (Grabher et al., 2004) : la co-injection de la méganucléase I-SceI, permettant des 

coupures rares dans le génome, favorise l’insertion du transgène. Cette méthodologie est 

utilisée pour surexprimer ou exprimer de façon ectopique un gène d’intérêt  sous le contrôle 

de promoteurs particuliers. De plus, l’expression d’un gène peut être analysée grâce à 

l’utilisation de gènes rapporteurs sous la dépendance de promoteurs spécifiques. Parmi ces 

gènes rapporteurs, ceux codant pour une protéine fluorescente présentent un intérêt 

majeur chez le poisson zèbre. En effet, grâce à la transparence des embryons et des larves, 

l’expression spatio-temporelle de transgènes fluorescents peut être facilement observée, et 

suivie in vivo dans ce modèle (Amsterdam et al., 1995). Les gènes des protéines GFP (Green 

Fluorescent Protein) et DsRed (Discosoma Red fluorescent protein) sont les plus couramment 

utilisés mais ceux de YFP (Yellow Fluorescent Protein) ou CFP (Cyan Fluorescent Protein) sont 

également disponibles. Plusieurs lignées stables de poissons transgéniques exprimant les 
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protéines GFP, YFP ou DsRed sous le contrôle du promoteur mylz2 spécifique des muscles 

squelettiques ont pu voir le jour (Gong et al., 2003). Depuis les premières obtentions avec 

succès de poisson GFP, l’expression de la fluorescence verte n’est pas atténuée à la huitième 

génération. Il en est de même pour celle des protéines fluorescentes jaune et rouge à la 

quatrième et sixième génération, respectivement.  

Des poissons transgéniques exprimant un gène rapporteur fluorescent ont aussi été établis 

pour suivre des lignées cellulaires marquées spécifiquement. Une observation dynamique 

des cellules et de leur comportement est ainsi possible dans un organisme vivant. De 

nombreux modèles ont été développés. Par exemple, l’utilisation de la protéine DsRed 

placée sous la dépendance du promoteur du gène Gata1 permet de visualiser les 

érythrocytes (figure 5), tandis que l’utilisation de la GFP sous la dépendance du promoteur 

Fli1 permet de visualiser les cellules endothéliales au cours du développement chez le 

poisson adulte (Lawson and Weinstein, 2002; Long et al., 1997). De même, la lignée 

transgénique exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur Lck spécifique des 

lymphocytes T, permet la visualisation des lymphocytes fluorescents dans le thymus 

(Langenau et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

La transgénèse a également permis d’obtenir des modèles de cancer en injectant 

notamment des oncogènes sous le contrôle d’un promoteur spécifique. La transgénèse 

basée sur l’utilisation des transposons est aussi utilisée chez le poisson zèbre (Kawakami, 

2005). Les transposons sont des agents spécialisés dans l’intégration au sein de génomes 

Figure 5 : Visualisation d’érythrocytes chez un embryon Tg(Gata1 :DsRed) à 30 hpf 
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hôtes sans causer de réarrangements chromosomiques. Même si aucun élément 

transposable actif n’a été trouvé dans le génome du poisson zèbre, différentes stratégies ont 

été utilisées pour contourner ce problème. Il a ainsi été montré que l’élément transposable 

autonome Tol2 du poisson Médaka (Oryzias latipes) peuvent créer des insertions 

chromosomiques dans les cellules germinales du poisson zèbre (Balciunas et al., 2004; 

Davidson et al., 2003b; Kawakami and Shima, 1999; Kawakami et al., 1998). Enfin, Hall et al, 

ont utilisé le système de transposon Tol2 pour établir des lignées transgéniques exprimant 

les gènes de la GFP ou de la DsRed sous le contrôle d’un promoteur spécifique de la lignée 

myéloïde (Hall et al., 2007). Cette technique a ainsi permis d’augmenter considérablement le 

taux de transgénèse (Suster et al., 2009). 

g. L’invalidation transitoire grâce aux morpholinos 
 

Les morpholinos sont des petits oligonucléotides synthétiques (généralement entre 18 et 25 

bases) chimiquement transformés qui ont été conçus et développés par le Dr James E. 

Summerton (Gene Tools, LLC. OR, EUA) et le Dr Dwight D. Weller (AVIBioPharma Inc. WA, 

EUA) (Summerton and Weller, 1997). La technologie des oligonucléotides morpholinos est 

une technologie antisens visant à bloquer la traduction d’un ARNm cible ou l’épissage 

correct d’un pré-ARNm durant les premiers jours de développement (Figure 6). Les 

morpholinos ne sont pas dégradés par des enzymes, n’initient pas de réponse immunitaire 

innée et ne nécessitent pas d’activité enzymatique pour être efficaces.  
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Les morpholinos sont des oligonucléotides antisens chimiquement modifiés. A : Ils peuvent avoir une séquence 
complémentaire de la région 5’UTR ou de la région entourant le site d’initation de la traduction de façon à 
bloquer la traduction de l’ARNm cible par encombrement stérique. B : Ils peuvent aussi avoir une séquence 
complémentaire d’une région de jonction exon-intron pour interférer avec l’épissage d’un exon particulier dans 
l’ARNm cible. D’après Gene Tools (http://www.gene-tools.com/)  
 
 

Tout d’abord développés pour des applications cliniques thérapeutiques, les morpholinos 

ont ensuite été introduits en biologie du développement à partir de l’an 2000. Ils ont depuis 

été utilisés chez de nombreux organismes modèles tels que l’oursin pourpre 

(Strongylocentrotus purpuatus) (Howard et al., 2001), l’ascidie (Ciona savignyi) (Satou et al., 

2001), le xénope (Xenopus laevis et Xenopus tropicalis) (Heasman et al., 2000; Nutt et al., 

2001), le poulet (Kos et al., 2001), la souris (Mus musculus) (Coonrod et al., 2001), et le 

poisson zèbre (Draper et al., 2001; Nasevicius and Ekker, 2000). Chez le poisson zèbre, les 

morpholinos sont délivrés par microinjection dans les oeufs aux stades 1 à 4 cellules. 

L’injection pouvant entrainer l’apparition de phénotypes non spécifiques, il est nécessaire 

d’utiliser des controles pour une juste interprétation des phénotypes observés (Heasman, 

2002). La stratégie d’interférence à ARN (siRNA) a aussi été développée chez le poisson 

zèbre pour éteindre l’expression d’un gène de façon transitoire (Dodd et al., 2004; Liu et al., 

Figure 6 : Modes d’action des deux types de morpholinos 
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2005). Cependant, les morpholinos restent plus utilisés que les siRNA pour l’extinction de 

gènes dans ce modèle. L’utilisation de morpholinos est donc une méthode de choix pour 

inactiver de façon transitoire la fonction d’un gène dans un modèle comme le poisson zèbre. 

Une nouvelle approche a été développée permettant d’invalider l’expression de gène chez 

l’adulte : les vivo-morpholinos (http://www.gene-tools.com/), permettant d’étudier le rôle 

de gènes chez l’adulte mais également les gènes dont l’invalidation est létale lors du 

développement. Son injection directement au niveau du  site d’interêt, permet une 

invalidation du gène localisée. Ils sont produits de la même façon que les morpholinos 

classiques, auquels est conjugué du coté 3’ de l’oligonucléotide un  dendrimère portant des 

peptides riches en Arginine, avec au total huit  groupements guanidium, assurant une 

livraison efficace et une stabilité du morpholino. Ils sont transportés dans la cellule par 

endocytose, et sont résistants aux protéases et aux nucléases.(Morcos et al., 2008).  

  

http://www.gene-tools.com/
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Chapitre 1 : Rôle du monoxyde d’azote dans le développement 
tumoral chez le poisson zèbre 

 

I. Introduction : 
 

1) Le poisson zèbre comme modèle de cancer 
 

Les poissons servent de modèle pour l’étude du cancer depuis plus d’un siècle. Par exemple, 

il a été décrit que l’espèce xiphophorus développe spontanément des mélanomes (Friend, 

1993). Le poisson zèbre a été proposé en tant que modèle en 1982, quand il a été constaté 

que l'exposition à des agents cancérigènes tels que diméthylnitramine provoque la 

formation de tumeurs à faible pénétrance (Pliss et al., 1982). En 2000, il a été reconnu que le 

poisson zèbre, une fois exposé aux agents mutagènes les plus courants tels que N-nitroso-N-

éthylurée (ENU) et N-méthyl-nitrosoguanadine (MNNG), développe diverses tumeurs, telles 

que des papillomes cutanés, des adénomes du foie, des rhabdomyosarcomes et seminomes 

(Beckwith et al., 2000; Spitsbergen et al., 2000a, 2000b). Cependant, c'est avec l'émergence 

rapide de la technologie transgénique que les études sur ce modèle ont pris de l’importance. 

Ainsi, il a été démontré que l'expression de l'oncogène de la souris Myc chez le poisson zèbre 

a abouti à l'apparition et à la propagation rapide d’une leucémie lymphoblastique touchant 

les cellules T, et émergeant du thymus (Langenau et al., 2003). Depuis, de nombreux 

modèles de cancer à l'aide de l'expression transgénique d'oncogènes ont été créés 

(Berghmans et al., 2005; Stoletov and Klemke, 2008). L’émergence de tous ces modèles a fait 

du poisson zèbre un modèle complémentaire et alternatif aux autres modèles classiques de 

cancer. Le tableau 1, résume quelques avantages et limites du poisson zèbre en tant que 

modèle. 
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Tableau 1: Avantages et limites du poisson zèbre comme modèle de cancer    

Le poisson zèbre comme modèle de cancer 
Avantages : 

- Possibilité d’imagerie in vivo des tumeurs, de leur croissance et des métastases. 
- Forte ressemblance avec les tumeurs humaines. 
- Existence de lignées transgéniques pour l’étude de l’angiogenèse et des leucémies 
- Perméabilité de l’embryon aux petites molécules ajoutées directement dans l'eau 

(études pharmacologiques) 
Limites : 

- Faible incidence de la tumorigenèse spontanée 
- Durée de vie courte (phénotype de cancer lié à l’âge limité)   
- Duplication de certains gènes (études des pertes de fonction complexes)  
- Gamme d’anticorps limitée (études sur l’expression protéique difficile)    

 
                                                                           
Nous soulignons ci-dessous quelques-unes des techniques clés qui ont émergé en utilisant le 

poisson zèbre, et en particulier celles qui ont un intérêt direct dans l’étude de la 

pathogenèse cancéreuse humaine.  

a. Modèles par mutagénèse 
 

Cette technique basée sur l’ajout de carcinogènes directement dans l’eau, a été employée 

pour obtenir les premiers développements tumoraux chez le poisson zèbre. L’ajout d’un 

composé ou d’un mélange de composés carcinogènes chez les mammifères, permet 

d’induire la formation de tumeurs chez le poisson zèbre (Amatruda et al., 2002; Berghmans 

et al., 2005; Goessling et al., 2007). Ainsi, l’ajout de diméthylbenzanthracène, 

d’éthylnitrosurée, de N-méthyl-N-nitro-N-nitrosoguanindine ou de diéthylnitrosamine induit 

la formation de tumeurs variées chez le poisson zèbre comme chez le Medaka (Beckwith et 

al., 2000; Lam et al., 2006; Mizgireuv and Revskoy, 2006; Okihiro and Hinton, 1999; 

Spitsbergen et al., 2000b). Si la majorité des tumeurs obtenues grâce à cette méthode sont 

des tumeurs hépatiques, certaines ont été relevées au niveau d’autres organes et tissus tels 

que la peau sous forme de papillomes, le tissu musculaire sous la forme de 

thabdomyosarcome ou encore le tissu vasculaire sous la forme d’hémangiosarcomes. Ces 

modèles ont notamment permis de mettre en avant une homologie des mécanismes 

impliqués dans la carcinogénèse entre l’Homme et le poisson zèbre. Cette conservation est 

observée tant au niveau histologique que moléculaire, comme par exemple l’augmentation 

de la vitesse de prolifération cellulaire, la morphologie nucléaire atypique ou encore un 
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moindre niveau de différenciation. De plus, le profil des gènes impliqués dans la régulation 

du cycle cellulaire, de l’apoptose et de la réparation de l’ADN est identique pour les tumeurs 

de ces deux espèces. Si l’obtention de ces modèles est aisée, plusieurs inconvénients comme 

l’hétérogénéité des tumeurs obtenues, la faible incidence de développement tumoral             

(< 10%) ou encore la lenteur de la carcinogenèse et la difficulté d’observation des tumeurs 

chez un poisson adulte apparaissent  comme les limites de tels modèles.  

b. Modèles par transgénèse 
 

Cette seconde approche, basée sur l’expression ou la surexpression de gènes impliqués dans 

la tumorigenèse permet d’étudier l’impact des gènes déjà connus lors du développement 

cancéreux. De nombreux modèles ont ainsi pu être développés. 

- Modèles de cancers solides : 
 

Un modèle de cancer a été mis au point en utilisant un plasmide codant MYC-N, dont la 

dérégulation semble être un évènement précoce dans la progression de nombreuses 

tumeurs chez l’homme, placé sous le contrôle du promoteur de poisson zèbre MyoD, et 

permettant l’expression de l’oncogène au niveau du cerveau, de la corde spinale, des 

muscles mais aussi au niveau des cellules des îlots pancréatiques  (Yang et al., 2004). Les 

auteurs montrent que ce transgène permet le développement de tumeurs neuroendocrines 

au niveau des cavités crâniennes et du pancréas. Un second modèle de carcinome 

pancréatique a été obtenu en exprimant un mutant KRasG12V en fusion avec le gène 

rapporteur GFP sous le contrôle du promoteur ptf1 (Park et al., 2008) : le développement 

tumoral, visible grâce à la protéine GFP, et l’histologie des tumeurs ainsi obtenues étaient 

similaires aux cancers pancréatiques humains. 

L’agressivité des mélanomes et la résistance de ces tumeurs à la plupart des thérapies font 

de ce type de cancer, une priorité dans le développement de modèles animaux. Une 

mutation a été relevée au niveau de la kinase BRAF dans 60% des mélanomes humains, dont 

80% de mutation BRAFV600E (Davies et al., 2002; Pollock et al., 2003). C’est pourquoi un 

modèle transgénique a été développé en exprimant BRAFV600E sous le contrôle du promoteur 

mitfa spécifique des mélanocytes (Patton and Zon, 2005). Les poissons exprimant ce 

transgène présentent des lésions histologiquement comparables aux naevi humains, 
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cependant, la progression en mélanome n’a été obtenue que chez des poissons présentant 

également un défaut du suppresseur de tumeur p53. Les mélanomes ainsi obtenus sont 

transplantables, montrant ainsi leur tumorgénicité. 

Un modèle transgénique de rhabdomyosarcome embryonnaire a également été développé 

en exprimant kRASG12D sous le contrôle du promoteur Rag2, spécifique des cellules T et B, 

mais également actif au niveau des bulbes olfactifs et des myoblastes (Langenau et al., 

2007). Des tumeurs observées dans un premier temps au niveau des muscles squelettiques, 

ont été relevées ensuite au niveau des organes distants comme les reins ou l’intestin. 

- Modèles de leucémies   
 

Un groupe a mis au point un modèle de leucémie aigue lymphoblastique des cellules T par 

transgénèse, en injectant une construction plasmidique portant l’oncogène cMyc murin 

(impliqué dans des leucémies et des lymphomes), sous le contrôle du promoteur zRag2 

(Langenau et al., 2003). Le zRag2 permet de cibler l’expression au niveau des cellules 

lymphoïdes. Les poissons présentant un développement tumoral sont caractérisés par des 

cellules leucémiques qui colonisent le thymus, les arcs branchiaux, les muscles squelettiques, 

les branchies, les nageoires ou encore les bulbes olfactifs. La transplantabilité des cellules 

leucémiques a été aussi validée puisque des cellules extraites de poissons de la génération 

F0, greffées dans des poissons irradiés de 62 jours, ont été capables d’envahir la cavité 

péritonéale et le thymus après 14 à 26 jours.   

 

L’autre exemple de modèle leucémique, est une seconde lignée transgénique générée après 

injections d’une construction portant l’oncogène EGFP-mMyc, précédé du gène DsRed2 

flanqué de deux sites loxP, placé sous le contrôle du promoteur zRag2 (Langenau and Zon, 

2005). La lignée obtenue ne développe pas de leucémie et possède des thymocytes 

fluorescents rouges. L’ARNm de l’enzyme CRE est injecté dans des œufs au stade 

unicellulaire afin d’activer l’oncogène, ce qui va permettre l’excision du gène DsRed2, 

exprimant par la suite l’oncogène EGFPMyc dans les cellules lymphoïdes qui deviennent 

leucémiques et fluorescent en vert. Ce modèle présente une pénétrance de la pathologie 

seulement de 13%, ce qui a conduit les chercheurs à mettre au point un autre système pour 

augmenter l’efficacité du modèle. Ils ont ainsi remplacé le promoteur zRag2 par le 

promoteur de la protéine de stress HSP70 (Feng et al., 2007). En incubant les larves 3 jours à 
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37° pendant 45 min, l’enzyme CRE est exprimée et le gène DsRed2 est alors excisé. Ceci a 

permis de passer à une pénétrance de 81%.  

c. Modèle par xénogreffe 
 

Initialement, le standard par excellence pour la xénotransplantation in vivo a été défini 

comme la reconstitution de l'immunité humaine et de la malignité chez les souris 

immunodéficientes, des souris dépourvues de lymphocytes T, B,  NK (Natural Killer). Mais, il 

existe plusieurs inconvénients majeurs dans l'utilisation de la souris comme modèle de 

xénogreffe. Ceux-ci incluent la longue durée de prise d’une xénogreffe visible, les difficultés 

de l'imagerie, l'hétérogénéité des greffes nécessitant un grand nombre d'animaux, et les 

coûts d'expériences dues entre autres au logement spécifique. 

Le modèle poisson zèbre surmonte certaines des exigences mentionnées ci-dessus, mais 

évidemment, ne peut supplanter l'utilisation des modèles mammifères tels que la souris, le 

chien, ou le singe. La première greffe de cellules humaines chez le poisson zèbre a été réalisé 

par Lee et al. 2005. Cette équipe a transplanté des mélanomes dans des embryons de 

poisson zèbre et a démontré que ces cellules pouvaient se développer (Lee et al., 2005). 

Depuis, plusieurs chercheurs ont commencé à utiliser le poisson zèbre comme modèle de 

xénogreffe comme par exemple  pour l’étude de la leucémie (Pruvot et al., 2011), ou des 

mélanomes (Santoriello et al., 2012). 

 

Le développement ex-utero et la transparence des embryons permettent une imagerie 

directe du développement et de la progression tumorale. Il existe aussi plusieurs lignées 

transgéniques qui facilitent les études sur les interactions entre les cellules humaines et le 

microenvironnement de l'hôte, telles que la vascularisation. Par exemple, dans la lignée 

transgénique Tg(Fli1:EGFP), le promoteur de Fli1 est capable de diriger l'expression de l'EGFP 

dans tous les vaisseaux sanguins tout au long de l'embryogenèse, ce qui se traduit par une 

vascularisation fluorescente, utilisée dans les études d’angiogenèse (Lawson and Weinstein, 

2002).   

La transplantation a lieu par injection mécanique, analogue à la procédure d’injection des 

ARNm ou des morpholinos (Figure 7), et est généralement réalisée à 48 hpf, lorsque la 

réponse immunitaire adaptative n’est pas encore établie, ne nécessitant pas alors 
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d’immunodépression (Lam et al., 2004). Chez l’adulte, l’immunodépression est nécessaire, et 

est effectuée par irradiation ou traitement au dexaméthasone (Langenau et al., 2004). La 

visualisation des cellules tumorales est possible grâce à l’utilisation de traceur cellulaire, 

comme le CM-Dil, un colorant ayant la particularité de fluorescer dans le rouge une fois lié à 

la membrane de la cellule. Il permet ainsi l’observation des mouvements et la localisation 

des cellules tumorales (Pruvot et al., 2011). 

 

          

 

Figure 7 : Représentation schématique de xénogreffe chez l’embryon du poisson zèbre 

A : Cellules leucémiques humaines THP1 fluorescentes, injectées au niveau du vitellus d’embryons à 48 hpf. B : 
la prolifération peut être visualisée et quantifiée sur plusieurs jours. Hpi : Heures Post-Injection. (d’après 
(Corkery et al., 2011)).    
 
 

Le tableau 2, résume les avantages et les limites de ce modèle de xénogreffe. 
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Tableau 2 : Avantages et inconvénients de l’utilisation du poisson zèbre comme modèle de 
xénogreffe.  
 

Le poisson zèbre comme modèle de xénogreffe 
Avantages : 

- Transplantation embryonnaire possible 
- Absence de système immunitaire adaptatif pendant les premiers jours de 

développement (Absence de rejet de greffe) 
- Petit nombre des cellules requis pour la xénogreffe.  

Limites : 
- Environnement biologique différent chez le poisson zèbre pour le développement de 

cellules adultes transplantées 
- Températures de croissance différentes (34° maximale pour le poisson zèbre et 37° 

pour les cellules humaines). 
- Transplantations orthotopiques limitées. 
  

  

2) Le Monoxyde d’azote et le développement tumoral  
 

Le monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (NO) est un composé chimique formé d’un atome 

d’oxygène et d’un atome d’azote. Il s’agit d’un gaz radicalaire à demi-vie de l’ordre de la 

seconde dans les conditions normales de pression et de température. En outre, il est 

largement diffusible à travers les membranes biologiques. En tant que radical libre, il peut 

aussi interagir avec de nombreuses molécules cibles, lui conférant un rôle de médiateur clé 

dans divers processus physiologiques, par exemple au niveau cardiovasculaire ou 

immunitaire.  

Il est synthétisé grâce à des enzymes appelées NO synthases (NOS) qui catalysent la 

production du monoxyde d’azote à partir de la L-arginine.  

a. Les NOS de mammifères : 
 

Chez les mammifères, trois isoformes codées par trois gènes distincts ont été identifiés. La 

NOS neuronale (nNos ou Nos1) est principalement exprimée au niveau du cerveau, de la 

moelle épinière et du système nerveux périphérique. La nNOS est impliquée dans de 

nombreux mécanismes comme la régulation de certaines fonctions gastro-intestinales ou 

respiratoires mais également dans les mécanismes de la mémoire ou encore la régulation 

des fonctions endocrines  (Snyder and Bredt, 1992; Tuteja et al., 2004).  
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Exprimée dans l’endothélium vasculaire et les plaquettes sanguines, la NOS endothéliale 

(eNOS ou NOS3) est également retrouvée au niveau du cœur dans l’endothélium 

endocardique et les cardiomyocytes (Mungrue et al., 2002). L’eNOS est impliquée 

notamment dans la régulation de la pression artérielle, la distribution du flux sanguin et la 

régulation de l’adhésion et de l’activation des plaquettes et des leucocytes.  

 

Enfin, la NOS inductible (iNOS ou NOS2) est retrouvée dans de nombreux types cellulaires 

comme les hépatocytes, les chondrocytes, les macrophages, les kératinocytes, les neurones, 

les cellules musculaires lisses, les neutrophiles, les cardiomyocytes et l’épithélium 

respiratoire (Lirk et al., 2002). La NOS2 peut être induite par des cytokines pro-

inflammatoires ou par différents ligands des récepteurs « Toll like » (TLR). 

Si la NOS inductible est impliquée dans la réponse immunitaire face aux pathogènes, son 

rôle est ambivalent car elle est également impliquée dans certains processus 

physiopathologiques comme des maladies neurodégénératives, auto-immunes et tumorales 

(Jeannin et al., 2008; Kröncke et al., 1997). 

b. Les NOS chez le poisson zèbre 
 

Chez le poisson zèbre, trois gènes codant pour les NOS ont également été rapportés. Le 

premier gène orthologue de la Nos1 de mammifère, est retrouvé au niveau du chromosome 

5  (Holmqvist et al., 2000; Poon et al., 2008). Les deux autres gènes de Nos retrouvés dans le 

génome du poisson zèbre sont le gène de la Nos2a situé sur le chromosome 5 et celui de la 

Nos2b sur le chromosome 15. La Nos2a est exprimée au niveau des reins, des ovaires, de la 

peau, de l’intestin et de la rate tandis que la nos2b est exprimée dans la majorité des tissus 

(Lepiller et al., 2009). Les rôles de ces isoformes ne sont pas totalement définis. Les travaux 

de Lepiller et al. ont mis en évidence l’induction de l’expression des nos2a par différentes 

stimulations (Poly I :C, LPS), laissant présager un rôle de ces NO synthases dans la réponse 

immunitaire.  
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c. Détection du NO 
 

Les diaminofluphores (DAF) sont des sondes spécifiques du NO permettant la localisation 

spatio-temporelle de sa production par des cellules vivantes. La réaction des DAFs en 

présence du NO oxygéné génère des dérives triazoles hautement fluorescents.  Parmi ces 

DAF, le DAF-FM-DA permet la détection du NO intracellulaire. Sa production a ainsi pu être 

mise en évidence in vivo chez le poisson zèbre (Lepiller et al., 2007). En ajoutant le DAF-FM-

DA directement dans le milieu, la production de NO est observée in vivo grâce à l’émission 

de fluorescence par le fluophore et à la transparence des larves. Le NO jouant un rôle clé au 

cours du développement, sa production a également été rapportée en divers sites chez le 

poisson zèbre. Le marquage permet la détection du NO au niveau du cœur, de la notochorde 

et de la nageoire caudale.   

d. Implication du monoxyde d’azote dans le développement tumoral 
 

Parmi ses implications physiopathologiques, le rôle du monoxyde d’azote et des NOS au 

niveau du développement tumoral reste complexe car ce dernier joue un rôle ambivalent et 

toujours controversé. En effet, le NO, décrit à la fois comme pro-et anti-tumorigène, est 

impliqué dans divers processus nécessaires à la progression tumorale (figure 8), comme 

l’invasion cellulaire, la formation de métastases ou encore l’angiogénèse. Cette ambivalence 

dépend de la dose, de la durée d’exposition, de la sensibilité des cellules au NO, mais 

également des cellules à l’origine du NO (Fukumura et al., 2001; Jeannin et al., 2008). 
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Le NO peut avoir un rôle pro-tumoral (en rose) ou anti-tumoral (en bleu) en fonction de la quantité et de la 
durée de l’exposition des cellules au NO. L’implication du NO dans la progression tumorale peut être directe en 
induisant la prolifération, la migration et l’invasion des cellules cancéreuse, mais également indirecte en 
modulant l’expression de facteurs angiogéniques ou lymphangiogéniques dans les cellules tumorales. La 
dichotomie du rôle du NO dans le développement tumoral peut s’expliquer, notamment à forte dose, car le NO 
peut induire des dommages génétiques provoquant des mutations menant à la mort des cellules tumorales. 
Cependant, ces mutations peuvent également mener à la sélection du clone tumoral et à l’acquisition de la 
résistance à l’apoptose, donc à la tumorigenèse.  
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tumorales 
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 NO 

 

Régression tumorale  

 

Figure 8 : Mécanisme d’action du NO sur les cellules tumorales 
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II. Résultats : 
 

Dans ce contexte, nous avons entrepris la mise au point d’un modèle de transplantation de 

cellules tumorales gliales du rat dans des larves de poisson zèbre, afin d’étudier la 

production et le rôle du monoxyde d’azote dans le développement tumoral et l’angiogenèse. 

Les résultats sont présentés sous forme d’un article accepté dans le journal PlosOne. 
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Abstract 

To investigate the effect of nitric oxide on tumor development, we established a rat tumor 

xenograft model in zebrafish embryos. The injected tumor cells formed masses in which nitric 

oxide production could be detected by the use of the cell-permeant DAF-FM-DA 

(diaminofluorophore 4-amino-5-methylamino-2’-7’-difluorofluorescein diacetate) and DAR-

4M-AM (diaminorhodamine-4M). This method revealed that nitric oxide production could be 

co-localized with the tumor xenograft in 46% of the embryos. In 85% of these embryos, 

tumors were vascularized and blood vessels were observed on day 4 post injection. 

Furthermore, we demonstrated by qRT-PCR that the transplanted glioma cells highly 

expressed Nos2, Vegfa and Cyclin D1 mRNA. In the xenografted embryos we also found 

increased zebrafish vegfa expression. Glioma and zebrafish derived Vegfa and tumor Cyclin 

D1 expression could be down regulated by the nitric oxide scavenger 2-(4-Carboxyphenyl)-

4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide or CPTIO. We conclude that even if there is a 

heterogeneous nitric oxide production by the xenografted glioma cells that impacts Vegfa and 

Cyclin D1 expression levels, our results suggest that reduction of nitric oxide levels by nitric 

oxide scavenging could be an efficient approach to treat glioma. 

  

 

 

 

.  
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Introduction 
 

 

Transplantation of tumor cells into immunodeficient rodents is commonly used for preclinical 

drug development in oncology. However, several limitations are inherent to mammalian 

models, such as, lack of in vivo tumor observation, or high costs which impedes high 

throughput approaches.  

During the last decade, zebrafish embryos have become an attractive alternative model for 

xenografts because they offer many experimental advantages [1,2] and optical transparency of 

embryos and larvae and adult mutants [3] allows direct in vivo imaging of cells. As the 

specific immune system has not yet developed in two day-old zebrafish embryos, mammalian 

tumor cells can be easily grafted without rejection in this period. Xenograft models in 

zebrafish were obtained by injection of rodent and human tumor cells that survived and 

migrated in embryos, formed tumor masses [4-6],  or stimulated angiogenesis [7,8]. Thanks to 

the transparency of the embryos, tumor cells labeled with fluorescent dyes prior to 

transplantation enables studies of the interactions between these cells and their environment 

[9-11]. These models are also useful to evaluate drug effects on cancer [12-15]. 

Nitric oxide (NO) is a free radical involved in physiological as well as in pathophysiological 

processes. In tumor biology, NO was demonstrated to promote either tumor invasion and an-

giogenesis or tumor regression [16-18]. Such ambivalence depends on concentration, timing, 

nature of cells and enzymes involved in NO production. Studies based on in vivo imaging of 

NO production in tumors should shed more light on these complex processes.  

Imaging methods to visualize in situ NO production have been described for plant and mam-

malian cells by using fluorophores [19] such as diaminofluoresceins (DAFs) [20] and dia-

minorhodamines (DARs) [21]. In the presence of dioxygen, NO induces DAFs transformation 

into highly fluorescent derivatives. We demonstrated that the use of the cell permeant dia-
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minofluorophore 4-amino-5-methylamino-2’-7’-difluorescein diacetate (DAF-FM-DA) ena-

bles to assess in vivo NO production in zebrafish embryos [22].  

In this study, we analyzed the NO production in glioma xenografts by in vivo imaging of DAF 

labeled zebrafish embryos and performed mRNA expression analysis of NO synthase (Nos) 

genes of the tumors and the host. As the xenografts increased in size over time and had vascu-

larized after four days following transplantation, we evaluated the effect of NO on Vascular 

Endothelial Growth factor-A (Vegfa) and Cyclin D1 gene expression and on tumor growth.  

 

Materials and methods 

 
Cell cultures  

 

The glioma cell line GV1A1 was established from a glioma induced by N-ethyl-N-nitrosourea 

in a BD-IX rat [23,24]. The cells were grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10% 

(vol) fetal bovine serum (Invitrogen) and Glutamax-I (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).  

Ethical Statement 

 

The zebrafish experiments that are described in the present study were conducted at the 

University of Burgundy according to the French and European Union guidelines for the 

handling of laboratory animals.  The animal procedures carried out in this study were 

reviewed and approved by the local Ethics Committee «Comité d’éthique de l’expériment-

ation animale Grand Campus Dijon» (C2EA Grand Campus Dijon n°105).  

 

Zebrafish  

Adult wild-type (WIK, ZIRC, Oregon) zebrafish were maintained in a recirculating 

aquaculture system (Müller & Pfleger, Germany). Photoperiod was 14 L:10D (light:dark), and 

the mean ranges for conductivity, pH, and temperature in the system were 600-700 µS, 6.0-
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8.0 and 26–28°C, respectively. The transgenic line Tg (fli: EGFP; ZIRC, Oregon) expressing 

EGFP in endothelial cells was maintained under the same conditions. Staging of zebrafish 

embryos and larvae was performed as described by Kimmel et al., 1995 [25]. Throughout the 

manuscript, the age of embryos is indicated as hours post-fertilization (hpf) or days post-

fertilization (dpf).  Three days before xenotransplantation, females were placed in mating 

tanks with males. The next morning, mating was initiated by light stimuli and the resulting 

fertilized eggs were collected. Eggs were collected within one hour of laying and kept at 28° 

in Petri dishes containing source water (Volvic, France) supplemented with methylene blue 

(0.3 µg/ml).  

Implantation procedure 

Just before transplantation, 48-hpf zebrafish embryos were dechorionized using Pronase 

(2mg/ml; Roche Diagnostics), anesthetized with tricaine (0.168mg/L) and arrayed on a Petri 

dish. The glass needles used to inject the cells were made from a glass capillary (1 mm 

O.D.60.78 mm I.D.; Harvard Appartus) using a PP-830 gravity puller (Narishige). GV1A1 

glioma cells were labeled with red or green lipophilic fluorescent tracking dyes (CM-DiI, 

Invitrogen, or CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein diacetate; 

Invitrogen)) before transplantation according to the manufacturer’s instructions.  The 

avascular region of the yolk sac was then injected with a volume of the above-described 

suspension containing 100–200 cells using the glass needles and the FemtoJet injection 

system (Eppendorf, Hamburg, Germany). 50 embryos were injected per experimental and 

control groups. The number of injected cells was counted microscopically by transferring the 

same volume of injected cells on glass slides using the same glass capillary tubes and 

injection pressure and duration. The injected embryos were maintained for 1 hour at 28°C 

prior to incubation at 34°C. At 1 day post injection (dpi), transplanted embryos were 

examined with a fluorescence stereomicroscope to select embryos containing fluorescent 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/C7025
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/C7025
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cells. The embryos were then transferred in fresh water (Volvic, France) for further 

observations. Before microscopy, embryos were anesthetized with tricaine (0.168mg/mL) and 

after experiments they were euthanized at 6 dpf (or 4 dpi) by an overdose of tricaine (0.3 

mg/mL). 

Treatments  

Diaminofluorescein-FM-diacetate (DAF-FM-DA) and diaminorhodamine-4M AM (DAR-4M 

AM) were purchased from Alexis Biochemical (Coger, Paris, France). Embryos were either 

selected at 1 dpi and transferred into water containing DAF (5µM) or DAR (20µM) and 

incubated at 34°C for 72 hours, or were selected at 1 dpi and incubated for at least 1 hour with 

indicated DAF or DAR concentrations at 4 dpi. Embryos were rinsed in water before 

observation.  In vivo imaging was performed on anesthetized embryos. 

The NO donor glyceryl trinitrate (GTN; Merck, Lyon France) was prepared as a 1% stock 

solution in ethanol and was directly added to the water at 0.35 M, 3.5 M and 35 M 

concentrations from 4 dpf to 6 dpf.  

The NO scavenger 2-(4-Carboxyphenyl)-4, 4, 5, 5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide 

(CPTIO; C221) was purchased from Sigma Aldrich and added to the water (200 M) after 

transplantation. The CPTIO containing water was replaced daily until 6 dpf. 

Microscopy 

 

Tricaine anesthetized embryos were put in a small drop of water spotted on a slide and were 

observed with a Leica MZFLIII fluorescence stereomicroscope bearing appropriate filters.  

Images of tissue sections were acquired with a Leitz Aristoplan fluorescent microscope 

coupled to a Leica D-LUX 3LMS camera. In vivo images of fluorescent labeled embryos were 

taken at the CEllImaP platform in Dijon with a Zeiss AxioVert 200M inverted fluorescence 

microscope (Zeiss, Göttingen, Germany) and appropriate filters (excitation 475/40 nm, 
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emission 530/50 nm) and a cooled charged-coupled device camera controlled with 

AxioVision software (Zeiss).  Live images of tumor cells were collected at the DImaCell 

platform in Dijon with a Nikon A1-MP biphoton confocal microscope with a 25x objective.  

For tumor growth observation we used an Axio zoom V16 (Zeiss) macroscope, composed of 

motorized stereo zoom microscope, a fluorescence light HPX 200 C, coupled to a Zeiss HRm 

CCD camera and a computer.  ZEN software controlled all of the stations and the images 

were acquired with a 2.3x objective. 

 For individual tumor development analysis, each xenografted embryo was grown in separate 

well in 12 well plates. Tumor growth was monitored at 1dpi and 4 dpi by imaging the 

zebrafish embryos with a Zeiss AxioZoom V16 Macroscope with a constant exposure time. 

Images were acquired using 2.3x objective and analyzed with ZEN software. For the 

estimation of tumor size decrease red fluorescence of the tumor surface was measured with 

ZEN software and data was transferred to Microsoft Excel for further calculations. By this 

method it is only possible to quantify tumor cell loss as the overall CM-Dil charge remains 

stable in a growing tumor. 

Histological studies 

Xenografted and DAF loaded embryos were fixed in formalin (10%) for 24 h at room 

temperature after euthanasia with an overdose of tricaine (0.3 mg/mL). A gradual 

dehydratation in ethanol and xylene was performed. The embryos were embedded in melted 

paraffin and sectioned at a 5µm thickness. Tissue sections were placed on charged slides, 

deparaffinised in xylene, and rehydrated through graded alcohol solutions. The sections were 

then stained with 4', 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, Sigma) to visualize 

cell nuclei. 
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Whole-mount alkaline phosphatase staining 

 

 

Euthanatized embryos were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS (pH 7.0) for 2 h at room 

temperature and then rinsed in PBS. Whole-mount staining of the fixed embryos for 

endogenous alkaline phosphatase activity was performed according to Nicoli and Presta [7]. 

Embryos were equilibrated in Tris-HCl (0.1 M; pH 9.5), MgCl2 (50 mM), NaCl (0.1 M) and 

Tween (0.1% ) 20 for 30 min and stained with nitroblue tetrazolium (0.4 mg/ml) and X-

phosphate (0.1 g/ml; Roche) in the same buffer for 5–15 min. Staining reaction was stopped 

by adding PBST. 

Reverse-transcription and real-time polymerase chain reaction 

 

 

Total RNA from pooled embryos (batches of 20 embryos per point per experiment) was 

isolated with Trizol (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and reverse transcribed by Moloney 

murine leukemia virus reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA) with random 

hexamers (Promega). Specific forward and reverse primers are summarized in supplementary 

S1 Table 1.  Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) was performed with AmpliTaq Gold 

polymerase in an Applied Biosystems 7500 Fast thermocycler using the standard SyBr Green 

detection protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Briefly, 12 ng of total 

cDNA, 50 nM (each) primers, and 1x SyBr Green mixture were used in a total volume of 20 

µL. All qPCRs were done at least three times in triplicate. Expressions of all genes were 

normalized respective of rat and zebrafish beta-actin expression levels.   

 

Embryo dissociation and fluorescence activated cell sorting (FACS) 

 

For FACS analysis of endothelial cells, Tg (fli:EGFP) embryos were dissociated as described 

previously [26] and analyzed in a on a BD Bioscience LSRII cytometer. 
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Data analysis 

Results are presented as mean ± SE of triplicates from at least 3 independently performed 

experiments. Statistical differences between two groups were determined by Student’s t-test 

and multiple comparisons by ANOVA. P ≤ 0.05 (*) was considered to be statistically 

significant. NS indicates non-significant differences.  

Results 

Glioma cells grow in zebrafish embryos and produce NO  

Around 100-200 GV1A1 glioma cells labeled with CM-Dil or CellTracker™ Green were 

injected into the yolk sac of 2 dpf embryos, which were then observed daily from 1 to 4 dpi to 

follow tumor formation (S1 Fig.). An immune rejection is not possible at this stage as the 

thymus is not yet functional; according to previous reports, adaptive immunity is not reached 

before 4 weeks after hatching [27] and only a very small number of T cells could only be 

observed from 9 dpf [28]. At 1 dpi, the fluorescent cells were detected in the yolk sac and at 4 

dpi tumors had significantly grown and formed masses (Fig. 1A). 

Fig. 1. Nitric Oxide detection in xenografted glioma cells.  

(A) Embryos injected with CM-Dil labeled were cells imaged at 1dpi (A) and 4 dpi (A’). (B) 

Embryos injected with CellTracker
TM

 Green labeled cells were incubated at 4 dpi with DAR 

(20µM). The white arrow indicates the outgrowth. (B’) Green labeled glioma cells, (B’’) red 

DAR signal. The specific co-localization is reported in the merge (B’’’). (C) CM-Dil labeled 

glioma cells transplanted in the yolk and incubated with DAF (5 µM). Specific co-localization 

is reported in the merge (C’’’). White arrows indicate the tumor area. 

In order to detect NO production we labeled the embryos with the DAF DAF-FM-DA (4-

amino-5-methylamino-2’-7’-difluorescein diacetate), a green fluorescent dye that enables de-
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tection of NO production by visualization of a green fluorescent emission. NO production can 

thus be observed in living Zebrafish embryos by imaging [22]. The fluorophore DAR DAR-

4M AM (diaminorhodamine-4M AM) was used to obtain a red label. DAR allowed us to de-

tect NO production by emitted red fluorescence in glioma cells that were labeled with green 

fluorescent CellTracker™ Green. Embryos injected with green or red fluorescent labeled gli-

oma cells were incubated with 20µM DAR or 5µM DAF. The signal detected with 20µM 

DAR is equivalent to that reported with 5µM DAF and generates fluorescent signals in the 

bulbus arteriosus, notochord, cleithrum and caudal fin [22]. Fluorescence reflecting NO pro-

duction resulted in a reproducible signal in glioma areas and outgrowths at 4 dpi in the yolk 

sack (Figs. 1B and 1C; S2 Fig. A). In some cases, NO production was also detected in tumor 

environment (Fig. 1B). A case was found where DAF fluorescence formed a fine peritumoral 

network pattern suggesting NO production by tumor invading blood vessels (S2 Fig. B). 

The percentage of embryos with tumor-NO co-localization was determined. With DAF and 

DAR, NO production was detected in the tumor areas in 46 % of embryos (Table 1).  The NO 

production had no impact on the survival of embryos (Table 1). 
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Table 1. Detection of NO production and survival of rat glioma cell xenografted 

zebrafish larvae 

 Test Number 

of 

embryos 

1 dpi 

Number 

of 

embryos 

4 dpi 

Survival 

(%) 

4dpi 

Number of 

larvae 

with NO 

production 

associated 

to tumor 

area 4 dpi 

NO 

production 

and tumor 

association 

(%) 

 

 

 

DAF 5µM 

A 40 21 52.5 9 42.86 

B 40 20 50 11 55 

C 40 11 27.5 5 45.45 

D 40 8 20 3 37.5 

E 40 18 45 8 44.44 

F 40 13 37.14 7 53 .85 

   % min 38.69 % min 46.52 

   SE 5.3 SE 2,74 

 

DAR 20µM 

A 39 18 46.15 8 44.44 

B 44 19 43.18 9 47.37 

C 46 19 41.3 9 47.37 

   % min 43.55 % min 46.39 

   SE 1.41 SE 0.98 

 

Embryos were incubated at 1 dpi with 5µM DAF-FM-DA or 20µM DAR-4M AM. DAF-

FM-DA labelling was carried out 6 times on 40 larvae and DAR-4M AM labelling was 

done 3 times on 39 to 46 larvae. The embryos were counted again at 4 dpi and NO 

production was detected by imaging with a Leica MZFLIII fluorescence stereomicroscope. 

To identify the nitric oxide producing cells sections of xenografted DAF labeled embryos 

(Figs. 2A and 2B) were performed. The DAF signal is conserved in histological sections, so it 

could be observed in cytoplasm and in the nucleus of tumor cells as described previously by 



49 
 

Saini et al. [29]. Tumor cells were detected by red fluorescent cell tracker spot signals in 

perinuclear vesicles and large DAPI labeled nuclei. The size difference of the nuclei allowed 

us to distinguish rat glioma cells from zebrafish cells (Fig. 2B).  In addition, DAPI labeling 

revealed a dividing tumor cell showing that the cells proliferate at 4 dpi (Fig. 2B). Live 

imaging of 4 dpi xenografted embryos with a biphoton confocal microscope confirmed NO in 

rat glioma cells (Figs. 2C and 2D). This DAF signal is specific as it disappeared after 

treatment with the NO scavenger CPTIO (Fig. 2D).  

Fig. 2. Histology of xenografted tumors and detection of NO in cells.  

Embryos engrafted with red fluorescent glioma cells and labelled with DAF-FM-DA.  

Embryos were fixed at 4dpi and sectioned at a 5µm thickness. NO production, detected with 

DAF signal (A’, A’’) was observed in cytoplasm and cell nuclei of tumor cells (yellow 

arrow). (B) Magnification of yellow framed areas. DAPI labeling was used to detect nuclei 

(B’’’), enabling detection of the large glioma nuclei and of a dividing tumor cell (white 

arrow); purple arrows indicate nuclei from zebrafish cells. (C), (D) In vivo images of CM-Dil 

labelled glioma cells taken with a biphoton confocal microscope in 4 dpi DAF treated 

embryos. White arrows indicate tumor cells. (C) CM-Dil labelled red fluorescent tumor cells, 

(C’’) DAF signal, (C’’’) merge. (D) Red fluorescent glioma cells in DAF and CPTIO treated 

embryos, (D’’) CPTIO decreases DAF fluorescence intensity, showing the specificity of the 

 

NO is catalyzed from L-arginine by nitric oxide synthase (NOS) enzymes, which have been 

identified in vertebrates, invertebrates and bacteria. Three isozymes exist in mammals: NOS1, 

NOS2 and NOS3 [30], and in zebrafish, NOS1, NOS2a and NOS2b [31-33]. In order to 

determine which Nos are expressed by the glioma cells in vitro and which are induced by the 

xenografts in zebrafish we performed qRT-PCR analyses. Nos2 was clearly overexpressed in 
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the xenografted glioma cells when compared to Nos1 and Nos3 (Fig. 3A). In contrast, Nos2 

expression in cultured glioma cells depended on the cell density and was very variable (not 

shown). In zebrafish, nos1 was the highest expressed NO synthase gene in both, control and 

xenografted embryos; there was no significant difference between control and xenografted 

groups. The same was the case for nos2b. However, for nos2a, the nos isoform that 

corresponds to mammalian Nos2, a significant increase was observed in the xenografted 

embryos (Fig. 3B). 

Fig. 3. QRT-PCR analysis of nos gene expression in control and xenografted embryos. 

(A) In xenografted embryos, rat Nos2 is highly expressed in comparison to Nos1 and Nos3. 

(B) Zebrafish nos1 gene is strongly expressed in transplanted and control embryos. A 

significant difference is only observed for nos2a. Error bars represent SE, * p≤ 0, 05, **<0,01 

(one way ANOVA). 

Effect of NO production on angiogenesis  

NO is a key mediator in angiogenesis and tumor progression, but is also known to promote or 

inhibit vessel formation depending on concentration and duration of exposure [16]. We 

analyzed blood vessel formation using alkaline phosphatase labeling [7] in xenografted 

embryos in which we detected tumor NO production. Neovascularisation in close proximity 

of the tumors was observed in 85% (12/14) of the embryos presenting NO production in the 

tumor area (Fig. 4B). In these embryos, the network profile of phosphatase alkaline detection 

overlapped with the NO production profile obtained with DAF labeling (Figs. 4C and 4E) and 

the glioma mass (Figs. 4D and 4E). Overlap of CM-Dil and DAF signal is only partial and 

indicated by the arrow in Fig. 4E. In non-injected embryos, there are no vessels in this region, 

as reported earlier by Nicoli et al. 2007 [34], also shown in the control embryo (Fig. 4F). 
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Fig. 4. Alkaline phosphatase assay of xenografted DAF-FM-DA treated embryos. 

Embryos were injected with red CM-Dil labeled tumor cells, incubated at 4 dpi in DAF 

(5µM) and fixed at 4dpi before detection of alkaline phosphatase activity. (A) Bright field 

image of the embryos before treatments. (B) Neovascularisation was observed in 12 of 14 

(85.5%) embryos presenting NO production in tumor environment. (D) Fluorescence 

detection of glioma cells, (C) DAF signal, (E) merge. The white arrows indicate the part of 

the tumor mass that co-localizes with DAF fluorescence signal. (F) A control embryo with 

absence of vessels in this region of the yolk. 

In order to find a correlation between NO production and angiogenesis, we measured the 

mRNA levels of rat Vegfa and zebrafish vegfa in the presence and absence of CPTIO, a NO 

scavenger. QRT-PCR revealed a decrease of glioma Vegfa expression (Fig. 5A). The link 

between NO production and Vegfa expression was verified by comparing DAF-positive and 

DAF-negative tumors. DAF negative tumors expressed less Vegfa than the NO producing 

tumors (Fig. 5B). Two vegfa genes exist in zebrafish: vegfaa and vegfab [35].  Zebrafish 

vegfaa levels also decreased in presence of the CPTIO (Fig. 5C). As the expression of vegfab 

remained unchanged in xenografted embryos, results are not shown.  

Fig. 5. QRT-PCR analysis of Vegfa expression in control and xenografted embryos 

 (A) Glioma cell Vegfa expression significantly decreases in presence of the NO scavenger 

CPTIO. Error bars represent SE, **<0, 01, Studtent’s t-test.  The same effect was observed 

for zebrafish vegfaa (C), compared to non xenografted embryos and CPTIO treatment. Error 

bars represent SE, * p ≤ 0, 05 (one way ANOVA). (B) Embryos were stained with DAF-FM-

DA at 4 dpi and separated in DAF signal positive and negative groups. Vegfa mRNA level is 

higher in the DAF positive group. One representative experiment from three independent 

experiments is shown.  (D) Tg (fli: EGFP) CPTIO treated embryos that did not receive 
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xenograft were lysed and endothelial cells sorted by FACS. The bars represent the mean 

percentage of sorted endothelial cells in presence and absence of CPTIO. Error bars represent 

SE, * p < 0, 05, Student’s t-test. (E) Zebrafish embryos were incubated with increasing 

concentrations of GTN. Expression of zebrafish vegfaa is dose dependent at the indicated 

concentrations. One representative experiment from three independent experiments is shown.  

The effect of NO on endothelial cells was confirmed by incubation of non-xenografted 

embryos of the transgenic line Tg (fli:EGFP) in 200µM of CPTIO from 2 dpf to 6 dpf. At 6 

dpf, the embryos were dissociated and the number of endothelial cells were quantified by 

FACS analysis. In fact, a significant decrease in endothelial cell numbers was observed when 

embryos were treated with CPTIO compared to controls (Fig. 5D). This result correlates with 

the increase of zebrafish vegfaa expression when non-xenografted embryos were treated with 

increasing concentrations of the nitric oxide donor GTN (Fig. 5E). 

NO and tumor growth 

We assessed the effect of NO on tumor growth by imaging untreated and CPTIO treated 

xenografted embryos and by comparing tumor size at 1 dpi and 4 dpi in both groups. At 4 dpi, 

in the untreated group tumors have grown with local invasion of the yolk (Fig. 6A), whereas 

in the CPTIO group, the tumor size decreased (Fig. 6B). Moreover, at 4 dpi the tumors of 

CPTIO treated embryos displayed 20% lower fluorescence intensity per tumor surface than 

those of the control group (Fig. 6C), which is a sign of a loss of tumor cells.     

Fig. 6. The effect of NO on tumor growth.  

CM-Dil labeled glioma cells were injected into the yolk of zebrafish embryos at 2 dpf and 

incubated with CPTIO (200µM). Images were taken at 1 dpi and 4 dpi.  Images  (A, A’’) and 

(B, B”) show the tumors at 1 dpi and 4 dpi for CPTIO treated embryos and controls. At 4 dpi, 
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tumors have increased in size in untreated embryos (A’’-A’’’) in comparison to CPTIO 

treated embryos (B’’-B’’’). (C) Percentage of fluorescence intensity of the tumor surfaces was 

determined by ZEN software (n=10). Images were taken with an Axio zoom V16 (Zeiss) 

macroscope, with the same exposure time for all embryos. Error bars represent SEM, *** p 

<0, 001, (one way ANOVA). (D) QRT-PCR analysis of Cyclin D1 gene expression in 

untreated and CPTIO treated xenografted embryos. Cyclin D1 expression was decreased upon 

CPTIO treatment. One representative experiment from four independent experiments is 

shown.  

Cyclin D1 regulates the transition from the G1 phase to the S phase of the cell cycle. 

Amplification or over-expression of Cyclin D1 plays a pivotal role in the development of a 

subset of human cancers, including those of the breast, liver, retina and esophagus [36,37]. 

The expression of rat Cyclin D1 was analyzed in the xenografts by qRT-PCR, in order to see 

if there is a correlation with NO production. In fact, a decrease of rat Cyclin D1 expression 

was noted in CPTIO treated xenografted embryos when compared to the control (Fig. 6D). 

This indicates that the glioma cell proliferation is hampered by the absence of nitric oxide. 

Discussion 

 

There is increasing evidence that NO plays a role in tumor angiogenesis, vascular functions, 

tumor progression and metastasis [16-18]. Most of the in vivo experimentations performed so 

far were carried out in mammalian models or in vitro where it is difficult to assess the 

importance of tumor environment, space repartition and dynamics of NO production along 

tumor growth [38].  

A BD-IX rat glioma xenograft model was developed in zebrafish to study tumor NO produc-

tion and its effects in vivo. When injected in the yolk sac, tumor cells formed masses at the 
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injection site. We show that the NO specific probes DAF-FM-DA and DAR-4M-AM revealed 

NO production in tumor areas and inside tumor cells. NO could be co-localized with the tu-

mor cells as shown by histological and biphoton confocal analysis (Fig. 2). NO could also be 

detected in regions near tumors, and in one case DAF fluorescence had a vessel-like pattern, 

suggesting the presence of NO in the blood vessels (S2 Fig. B). However, only 45% of tumors 

or parts of tumors were positive for NO. This could be explained by cellular heterogeneity in 

this mixed rat glioma line [23] or shear stress that has been reported to able to induce NOS2 

expression[39,40]. 

NO is produced by specific enzymes, the NOS family. The rat G1A1 glioma cell line used in 

this study expressed Nos2 and low levels of the other Nos.  While Nos2 expression was highly 

variable in vitro, it was over-expressed and stable in the xenografts. When we analyzed 

zebrafish nos expression in whole embryos injected with the glioma cells, we did not detect 

any significant increase in zebrafish nos1 and nos2b isoforms but saw an increase of nos2a 

levels, suggesting an effect of tumor-produced NO on zebrafish cells. 

In several earlier reports, tumor xenografts have been shown to be vascularized in zebrafish 

[8,34,41]. Angiogenesis was also detected in a large proportion of the zebrafish embryos 

displaying NO production in the xenografted gliomas, indicating that our model allows the 

exploration of the relationships between these events [42]. Tumor angiogenesis has been 

shown to be induced by tumor-derived VEGFA production in zebrafish [11,34,43,44]. Our 

data confirms rat Vegfa expression in the xenografts but also show increase of vegfaa 

expression in the xenografted embryos. The significant decrease of glioma-derived and 

zebrafish Vegfa expression in the presence of CPTIO confirmed this NO link with 

angiogenesis. In addition, CPTIO treatment decreased the number of endothelial cells of non-

xenografted zebrafish embryos.  
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Finally, we show that NO scavenging by CPTIO has an effect on tumor growth. When the 

xenografted embryos were treated with CPTIO, the tumor fluorescence intensity was 

decreased by 20% compared to the controls at 4 dpi. This decrease can be explained by a loss 

of cells, as the control group did not change in CM-Dil fluorescence intensity. This result is 

supported by a decrease of Cyclin D1 expression under CPTIO treatment. This data confirms 

an earlier report showing that total inhibition of NO by scavengers reduced tumor 

vascularization and tumor growth [45]. 

In conclusion, we demonstrate that glioma cell xenograft model in zebrafish enables in vivo 

imaging of tumor NO production and the study of NO effects on tumor growth.  This model 

may be useful for preclinical development of anti-angiogenic or other antitumor drugs 

targeting NO. 
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Supporting Information 

S1 Table.  Primers used for qRT-PCR.  

S1 Fig.  Xenotransplantation procedure.  DAF: DAF-FM-DA, DAR: DAR-4M AM, PA: 

Alkaline phosphatase assay. 

S2 Fig. Images of nitric oxide detection in xenografted embryos. Embryos were injected 

with CM-Dil labeled glioma cells. At 4dpi DAF (5µM) was added to the water. After rinsing 

embryos were imaged with an inverted fluorescence microscope. (A) Bright field image of a 

xenografted embryo at 4 dpi; (A’) CM-Dil labeled tumor cells; (A’’) DAF label; (A’’’) merge. 

The white arrows indicate tumor mass. An embryo with a different DAF-FM-DA pattern is 

shown in (B). Glioma cells are red, DAF signal appears green. (B) glioma cells; (B’) 

magnification from (B); (B’’) DAF signal; (B’’’) merge. The white arrows indicate tumor 

cells, the yellow arrows the network-like DAF fluorescence pattern resembling blood vessels. 
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S1 Table 1. Primers used for qRT-PCR 

 

 
Gene name 

 
Primers 

 
PCR product 

lenght 

 
Accession 

number 

 
Rat genes 
 
Actb 
 
 
Vegfa 
 
 
Cyclin D1 
 
 
Nos1 
 
 
Nos2 
 
 
Nos3 
 

 
 
 
Fw: ACCCGCGAGTACAACCTTC 
Rv: GCAGCGATATCGTCATCCA 
 
Fw: ACCAGCGCAGCTATTGCCGT 
Rv: AGGGGCACACAGGACGGCTT 
 
Fw: AAGGTTTAGGGCCATGTCTG 
Rv: GGAGACCACATCTCCGTCTT 
 
Fw: GACAACGTTCCTGTGGTCC 
Rv: CCGTTCTTGGTGGGAGAC 
 
Fw: CTCTCAGCAGCATCCACG 
Rv: GCGGCTGGACTTCTCACT 
 
Fw: CCGAGGCAATCTTCGTTC 
Rv: GCTGGCTGTTCCAGATCC 

 
 
 

83 bp 
 
 

100 bp 
 
 

96 bp 
 
 

86 bp 
 
 

83 bp 
 
 

83 bp 

 
 
 

NM_031144.3 
 
 
NM_001110333.2 
 
 
NM_171992.4 
 
 
NM_052799.1 
 
 
NM_012611.3 
 
 
NM_021838.2 

 
Zebrafish  genes 
 
actb 
 
 
vegfaa 
 
 
vegfab 
 
 
nos1 
 
 
nos2a 
 
 
nos2b 
 

 
 
 
Fw: CCCAGACATCAGGGAGTGAT 
Rv: CACAATACCGTGCTCAATGG 
 
Fw: TGTCGGGACGCATTCGAGCG 
Rv: CGAGCACACACGTACATCCCGTCC 
 
Fw: TGCTGTTCGCGTGCTCCAGT 
Rv: GCTTCTGCCTCCCTCTCTGGGT 
 
Fw: GAAAGAGATCGAGCCTGTGC 
Rv: TCCTATCGATGACCCTCTGG 
 
Fw: TGTCTTTGGCCTGGGTTC 
Rv: GCTCCGCAAGCTTGTCAT 
 
Fw: TTGGTCTTGGCTCTCGGA 
Rv: GATGGCTCCCAGTGTTGC 

 
 
 

117 bp 
 
 

87 bp 
 
 

91 bp 
 
 

83 bp 
 
 

77 bp 
 
 

83 bp 

 
 
 

NM_131031.1 
 
 
NM_001110349.2 
 
 
NM_001044855.2 
 
 
NM_131660.1 
 
 
NM_001104937.1 
 
 
NM_001113501.1 
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S1 Figure  
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S2 Figure  
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III. Conclusion et perspectives 
 

Nos travaux nous ont permis d’étudier le rôle du monoxyde d’azote dans le développement 

tumoral, dans un modèle de xénogreffe in vivo. La particularité de cette étude est la mise en 

évidence dans un modèle vivant, de la production du NO par imagerie, et son association au 

développement tumoral.  

 

Le marquage des gliomes par traceur chimique permet de suivre in vivo les cellules 

transplantées pendant au moins 5 jours. Au-delà, le marqueur risque d’être dégradé, ou 

alors l’intensité de fluorescence des cellules injectées de diminuer au cours des divisions 

cellulaires jusqu’à ne plus être détectable. Afin de pallier ce problème de marquage, et 

permettre un suivi plus long, nous pourrions utiliser la même lignée de gliome exprimant de 

manière stable la protéine GFP. Mais malgré une fluorescence continue, les larves 

transplantées présentent une survie limitée au-delà des 6 jours suivant l’injection.  

 

Grâce aux deux marquages DAF-FM-DA et DAR-4M-AM, la production du NO a été liée aux 

cellules gliales du rat xénogreffées chez le poisson zèbre, et ceci en corrélation avec 

l’expression de la Nos2 de rat identifiée par qPCR. Il a déjà été rapporté que les cellules 

gliales expriment la protéine NOS2, et que cette expression est en corrélation avec la 

progression tumorale (Eyler et al., 2011).  Concernant l’expression différentielle de la nos2a 

du poisson zèbre entre larves contrôles et xénogreffées, le développement d’un modèle 

transgénique exprimant une protéine rapportrice sous le contrôle du promoteur de nos2a 

permettrait de corréler son expression avec la présence ou non d’une tumeur. Ceci ne 

permettrait pas d’expliquer cette variation de l’expression, mais seulement de nous  

confirmer le lien entre nos2a et développement tumoral. Il serait alors intéressant d’essayer 

de comprendre le rôle de nos2a dans le développement tumoral, et par quelle cellule de 

l’environnement tumorale elle serait exprimée.  

 

Nous démontrons aussi l’effet de la réduction du taux du monoxyde d’azote par le scavenger 

du NO, le CPTIO. Nos résultats indiquent une baisse de l’expression des facteurs de 

croissance des cellules endothéliales (VEGF) jouant sur la vascularisation et la croissance de la 

tumeur, en présence du CPTIO. La diminution de la vascularisation à laquelle on s’attendrait 
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pourrait être mise en évidence par l’utilisation de la lignée transgénique Tg(fli1:EGFP), qui se 

traduit par une vascularisation fluorescente, et qui nous permettrait de visualiser une 

angiogenèse altérée.   

 

Le traitement des larves xénogreffées au CPTIO a aussi révélé un effet de ce capteur de NO 

sur la croissance tumorale par une perte de cellules, et la diminution de l’expression d’un 

marqueur de prolifération cellulaire (cyclin D1),  

 

Avec ces résultats, nous montrons que la production du NO par des cellules de gliome xéno-

greffées chez le poisson zèbre a un effet sur la croissance tumorale, et que ce modèle pour-

rait être utile pour le développement préclinique d’études ciblant le NO, médicaments anti-

tumoraux ou alors de molécules anti-angiogéniques.  
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Chapitre 2 : Rôle de HSF1 dans le développement chez le 
poisson zèbre en absence de stress 

 

I. Les protéines de la réponse aux chocs thermiques 
 

L’organisme vivant est souvent confronté à des conditions environnementales qui diffèrent 

de l’état physiologique normal, induisant ainsi des changements moléculaires dans le but de 

s’adapter aux nouvelles conditions. Parmi les stress que peuvent subir ces cellules ; 

l’augmentation de la température, se traduisant par une synthèse de protéines appelées : 

protéines de choc thermique ou HSPs (Heat Shock Proteins). 

Ces réponses aux stress ont été décrites pour la première fois chez la drosophile il y a plus de 

50 ans (Ritossa, 1962), ensuite dans la levure, ainsi que dans plusieurs organismes. L’une des 

protéines les plus étudiés, HSP70 présente une homologie de 72% entre l’homme et la 

drosophile, et de 84% entre l’homme et le poisson zèbre.  

Les protéines HSPs ont pour rôle de donner aux protéines nouvellement formées ou 

anormales une conformation tridimensionnelle adéquate. Elles ont aussi une fonction de 

« chaperon » du fait de leur association à ces protéines dénaturées, qui désorganisent le 

métabolisme cellulaire provoquant une toxicité (Burel et al., 1992).  L’agrégation de ces 

protéines active la transcription des gènes Hsp et par conséquent la synthèse des HSPs qui 

corrigent par la suite les altérations morphologiques. 

1) Les Heat Shocks Factors : 
 

La capacité des cellules à répondre aux conditions de stress et produire en grande quantité 

les protéines HSP’s dépend de l’activité de facteurs de transcription appelés Heat Shock Fac-

tors (HSFs). Ces protéines se lient au niveau de la région 5’ des gènes Hsp, sur des séquences 

spécifiques présentes en plusieurs copies : les HSE (Heat Shock Elements) et induisent 

l’expression des différentes HSPs (Sorger and Pelham, 1987). L’activation de ces facteurs de 

transcription n’est pas seulement la conséquence d’une augmentation de température, mais 

aussi d’autres stimuli comme schématisé dans la figure 9. 
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Figure 9 : Les inducteurs de la réponse au choc thermique 

 

Ces facteurs de transcription ont été conservés durant l’évolution, car identifiés pour la 

première fois chez saccharomyces cerevisiae (Wiederrecht et al., 1988), et identifié par la 

suite dans d’autres espèces. Alors qu’il n’existe qu’un seul HSF chez la levure, la drosophile 

et le nématode, différents HSFs ont été décrits chez les vertébrés et les plantes (Akerfelt et 

al., 2007; Nakai, 1999; Nover et al., 1996). 

HSF1 et HSF2 sont retrouvés chez tous les vertébrés. HSF4 était pendant longtemps  

caractéristique des mammifères, mais il a été récemment identifié chez le poisson zèbre 

(Swan et al., 2012). HSF3 connu pour être spécifique aux espèces aviaires, a été lui aussi  

identifié chez la souris (Fujimoto et al., 2010; Nakai, 1999). 

Plusieurs fonctions ont été attribuées aux différents HSFs, de par leurs implications dans 

différents processus physiologiques et pathologiques, en régulant l’expression de leurs 

gènes cibles. Ainsi, HSF1, le plus étudié, est défini comme le principal régulateur des ré-

ponses aux chocs thermiques. Son inactivation s’est traduite par une absence de thermoto-

lérance et de la  protection contre l’apoptose induite par le choc thermique (McMillan et al., 
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1998). Son rôle a été aussi confirmé chez les souris HSF1-knockout qui présentent un retard 

dans le développement, infécondité des femelles, forte production du TNF α (Tumor Necro-

sis Factor alpha), et absence de protection contre les réponses inflammatoires (Xiao et al., 

1999). Quant à HSF2, il a été décrit comme ayant un rôle dans les processus de développe-

ment et de différenciation comme la spermatogénèse, la corticogénèse et la différenciation 

des cellules érythroleucémiques humaines K562 (Chang et al., 2006; Sistonen et al., 1992; 

Wang et al., 2004).  HSF4 est impliqué dans la formation du cristallin, ou dans la mainte-

nance de l’épithélium olfactif en coopération avec HSF1, mais n’est pas impliqué dans les 

réponses aux stress thermiques (Fujimoto et al., 2004; Takaki et al., 2006). HSF3 est le nou-

veau membre de la famille des HSFs chez les mammifères. Les auteurs ayant fait sa décou-

verte chez la souris, rapportent son rôle dans l’activation de gènes suite à un choc ther-

mique,  mais autres que les gènes HSP. Parmi ses gènes cibles, PDZK3 et PROM2, impliqués 

dans l’organisation cytosquelettique et les jonctions entre les cellules. 

 

 Les fonctions biologiques des différents HSFs sont reprises dans la figure 10.  
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Figure 10 : La machinerie des Heat Shock Factors chez les mammifères.  

Les HSFs contribuent à plusieurs processus physiologiques normaux et pathologiques par la régulation directe 
de leurs gènes cibles. HSF1 est le principal régulateur de la réponse au choc thermique, mais il est connu 
maintenant que HSF2, en formant un hétérocomplexe avec HSF1 module aussi cette expression. HSF1 est 
également un régulateur de la réponse immunitaire et du cancer, et il lui a été attribué avec HSF2 des fonctions 
dans plusieurs processus de développement, tels que l'ovogenèse, la spermatogenèse et la corticogenèse. 
HSF4 est impliqué dans le développement des différents organes sensoriels, en coopération avec HSF1, mais 
n’a aucun rôle dans la réponse au choc thermique. Le HSF3 murin récemment identifié chez les mammifères, 
participe à la réponse au choc thermique en se liant au promoteur Pdzk3, contenant le domaine PDZ. 
Actuellement, il n’est pas connu si HSF3 interagit avec les autres HSFs, et est schématisé par conséquent 
séparément des autres. Crygf : cristalline gamma F, FGF7 : facteur de croissance des fibroblastes 7, IL-6 : 
l'interleukine-6; MSYq (male-specific region of the mouse Y chromosome long arm) : le bras long du 
chromosome de souris Y où se trouve la région spécifique du mâle.  D’après (Akerfelt et al., 2010) 

a. Structure des HSFs : 
 

Comme tous les autres facteurs de transcription, les HSFs sont composés de domaines 

fonctionnels conservés au cours de l’évolution. La figure 11 schématise la structure des HSFs 

chez différentes espèces. 
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Figure 11 : Structure des HSFs chez l’homme, la souris et le poisson zèbre.  

 

- Domaine de liaison à l’ADN ou DBD pour DNA Binding Domain : est le domaine le 

plus conservé, situé en N terminal et constitué d’une structure en hélice-boucle-

hélice (Harrison et al., 1994; Vuister et al., 1994). Ce domaine permet la fixation du 

facteur à l’ADN, mais aussi l’oligomérisation et l’activité transcriptionnelle (Takemori 

et al., 2009).  
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- Un domaine adjacent au DBD d’environs 80 résidus, se présentant sous forme de 3 

répétitions hydrophobes (HR-A et HR-B), garantissant la trimérisation (Sorger and 

Nelson, 1989). 

- Une autre région contenant les régions hydrophobes (HR-C), serait responsable de la 

suppression spontanée de la trimérisation de HSF (Rabindran et al., 1993), ce qui 

pourrait expliquer la trimérisation constitutive de HSF4 qui est dépourvu des 

répétitions HR-C (Tanabe et al., 1999). 

Chez HSF1, sur la partie extrême de la région C-terminal  de la protéine, se trouve le 

domaine d’activation , présent aussi chez tous les HSF (Wu, 1995), à part chez la levure qui 

possède 2 domaines se trouvant dans les parties N et C-terminal, et HS4a qui n’en possède 

pas (Nieto-Sotelo et al., 1990; Sorger, 1990; Tanabe et al., 1999) . 

HSF1 possède aussi un domaine de régulation contrôlant le domaine d’activation, alors que 

chez HSF2, ce domaine est contrôlé par plusieurs domaines régulateurs (Figure 12) 

  

  

Figure 12 : Structure de HSF1α et de HSF2α 
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b. Régulation de HSF1 : 
 

Le passage de la forme monomérique inactive à la forme trimérique active, à forte affinité 

pour l’ADN, est la première étape dans l’activation de HSF1, mais aussi de tous les HSF 

eucaryotes (Figure 13). 

 

Figure 13 : Cycle d’activation et d’inhibition de HSF1  

A l’état de repos, HSF1 est un monomère à la fois dans le cytoplasme et le noyau, en interaction avec HSP90. 
Suite au stress, HSF1 se dissocie de HSP90, lui permettant de se trimériser  et de se lier aux HSE au niveau des  
gènes HSP. Plusieurs modifications post-traductionnelles, comme la phosphorylation et la sumoylation, sont 
impliquées dans la régulation de la capacité de transactivation de HSF1. HSF1 acquiert l'activité de 
transcription, qui est abrogée lors de la phase d'amortissement. Celle-ci comporte deux étapes de régulation : 
le feedback négatif de HSP, qui réprime la transactivation de HSF1, et l'inhibition de la liaison à l'ADN par 
l'acétylation de Lys80 dans le domaine de liaison à l’ADN de HSF1. SIRT1 régule la phase d'atténuation de la 
réponse au choc thermique en empêchant l’acétylation de HSF1. (D’après (Akerfelt et al., 2010)) 

 

 

Il y aurait ainsi des preuves d’interaction de HSF1 avec d’autres HSP à différents 

stades de l’activation du facteur. En absence de stress, HSF1 sous forme de monomère se 

trouve au niveau du cytoplasme, interagissant faiblement avec d’autres molécules 

chaperonnes, tels que HSP90, qui empêche son oligomérisation en le séquestrant (Ali et al., 



77 
 

1998; Zou et al., 1998a). Cette forme inactive pourrait être aussi due à l’interaction de la 

région HR-C avec  le domaine contenant les régions hydrophobique HR-A/B, inhibant la 

trimérisation (Rabindran et al., 1993), une interaction rompue après le stress. Une fois 

trimérisé, HSF1 peut rester encore inactif, tant qu’un complexe de protéines cochaperones 

interagit avec son domaine régulateur, comme HSP90, la protéine co-chaperone p23 

(connue aussi sous le nom PTGES3), et immunophilin FK506-binding protein 5 (FKBP52 ; 

connu aussi sous le nom de FKBP4)(Bharadwaj et al., 1999; Duina et al., 1998; Guo et al., 

2001; Pratt and Toft, 1997; Zou et al., 1998a, 1998b). Une forte expression de HSP70 et 

HSP90 régule négativement HSF1, et empêche la trimérisation après un choc thermique (Shi 

et al., 1998). Une fois HSF1 activé, il interagit avec HSP70 et la co-chaperone HSP40, mais au 

lieu de supprimer l’activité  de liaison de HSF1 à l’ADN,  cette interaction inhibe sa capacité 

d’activation (Abravaya et al., 1992; Baler et al., 1992; Shi et al., 1998). 

Bien que le mécanisme d’inhibition reste encore mal connu, le feed-back négatif par les 

produits (HSPs), dépendant de l’activité transcriptionnelle de HSF1, fournit une étape 

importante dans le contrôle de l’activité de HSF1 par rapport à la quantité de protéines HSPs 

produites et la quantité de protéines dénaturées.   

HSF1 est ensuite transloqué au niveau du noyau, et se lie à l’ADN grâce au domaine 

DBD sur les séquences spécifiques, appelés HSE (Heat Shock Elements), qui se présentent 

sous forme d’au moins 3 répétitions inversées de la séquence nGAAn (Yamamoto et al., 

2009). L’architecture de ces motifs ainsi que leur nombre influenceraient le recrutement 

spécifique des différents HSFs (Yamamoto et al., 2009). Cette interaction seule ne suffit pas à 

l’activation de la transcription des gènes HSPs. Ainsi, chez la levure, même en absence de 

stimuli, HSF1 est lié de façon constitutive à l’ADN, sans provoquer d’activité 

transcriptionnelle (Jakobsen and Pelham, 1988; Sorger and Pelham, 1988). Il a été aussi 

démontré que des anti-inflammatoires non stéroïdiens induisent dans un modèle in vitro de 

cellules humaines la liaison du trimère HSF1 au niveau des HSE, mais sans pour autant 

induire une transcription (Jurivich et al., 1992), ce qui signifie qu’un autre évènement serait 

nécessaire à l’activation du facteur.  

Après activation, HSF1 subit plusieurs modifications post-traductionnelles, comme la 

phosphorylation, la sumoylation et l’acétylation. Il a été décrit que HSF1 serait déjà 

phosphorylé même en état de non stress au niveau de 12 sérines (Guettouche et al., 2005). 



78 
 

Parmi ces résidus, la ser230 et ser326, se trouvant sur le domaine régulateur de HSF1 sont 

phosphorylés en réponse au stress, et contribuent à la fonction de transactivation du facteur 

(Guettouche et al., 2005; Holmberg et al., 2001).  La phosphorylation d’autres sérines 

comme ser303 et ser307 serait quant à elle impliquée dans la régulation négative de 

l’activité transcriptionnelle de HSF1 en absence de stress.  

            

Figure 14 : Les modifications post-traductionnelles de HSF1 

A indique les sites identifiés pour l’Acétylation, P pour la phosphorylation, S pour la sumoylation. Le domaine 
de liaison à l'ADN (DBD) et les répétitions hydrophobes (HR-A et HR-B, et HR-C) sont indiqués comme sur la 
figure 11, ainsi que le domaine de régulation (RD) et les domaines d’activation (AD1 et AD2). (D’après (Akerfelt 
et al., 2010)) 
 
 

Il a été rapporté aussi que la phosphorylation du résidu Ser303 serait indispensable à la 

sumoylation du résidu Lysine 298, un autre phénomène post-traductionnel nécessaire à 

l’activité de HSF1 (Hietakangas et al., 2003). La sumoylation dépendante de la 

phosphorylation est inversement proportionnelle à l’intensité du choc thermique et par 

conséquent à l’activité du Heat Shock Factor 1, il semblerait alors que cette modification 

régule négativement HSF1 (Hietakangas et al., 2006). Alors que la phosphorylation et la 

sumoylation sont temporellement liées au choc thermique, l’autre modification post-

traductionnelle, l’acétylisation prend effet avec l’atténuation de l’activité de HSF1. Ainsi, la 

sous-expression de la déacétylase SIRT 1 (Sirtuin (silent mating type information regulation 2 

homolog) 1) accélère la phase d’atténuation de la réponse au choc thermique, ce qui permet 

l’acétylisation de HSF1 et par la suite le relargage de HSF1 des sites HSE des gènes HSP. Dans 

le cas où l’expression SIRT1 augmente, la fixation du facteur au niveau de l’ADN est 

prolongée grâce à l’état déacétylé de HSF1 (Westerheide et al., 2009).  Il a été conclu de ces 

découvertes que la phase d’atténuation de HSF1 est régulée par 2 mécanismes, le premier 

étant le feedback des protéines HSP qui se traduit par de faibles  interactions avec HSF1, et 

le deuxième par le rôle joué par SIRT1 dans liaison de HSF1 aux sites HSE.  
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c. Interaction fonctionnelle entre les différents HSFs : 
 

Bien que HSF1 soit le  régulateur par excellence de la réponse au choc thermique, HSF2 se 

fixe aussi au niveau du promoteur des gènes HSP. Mais cette liaison n’est possible qu’en 

présence de HSF1, et sauf si le domaine de liaison à l’ADN de HSF1 n’est pas altéré (Ostling 

et al., 2007). Néanmoins, HSF2 module positivement et négativement l’expression stress-

inductible des gènes HSP, indiquant le rôle joué par HSF2 lors des réponses au choc 

thermique. Ainsi, les deux facteurs de transcription formeraient des hétérotrimères grâce à 

leurs domaines d’oligomérisation, et se lieraient au promoteur de HSP70, et ceci pas 

seulement en état de stress, mais aussi lors de la différenciation des cellules K562 induites 

par l’hémine (Ostling et al., 2007).  

2) Les protéines de choc thermique  
 

Les Heat Shock Protein (HSP), appelées aussi protéines de stress, constitue une classe de 

protéines fortement conservée à travers l’évolution. Les HSPs possèdent des fonctions 

cytoprotectrices, et agissent comme des chaperonnes pour beaucoup de protéines 

cellulaires. Les principaux rôles attribués à ces protéines sont : l’import des protéines dans 

les compartiments cellulaires, la conformation des protéines mal conformées, la dégradation 

des protéines instables, et la prévention de l’agrégation des protéines. Chez les mammifères, 

les HSPs sont divisées en deux groupes selon leur poids moléculaire,  les grandes HSPs ; à 

savoir HSP110, HSP90, HSP70, et HSP60, et les petites HSPs qui comprennent HSP27. Ces 

protéines présentent la particularité d’être exprimées soit de façon constitutive ou de façon 

induite, et dans différents compartiments cellulaires. Les HSPs du premier groupe sont ATP-

dépendantes, et ont besoin par conséquent d’autres protéines co-chaperonnes pour 

permettre leur conformation et de fixer l’ATP, contrairement aux petites HSPs, qui elles sont 

ATP-indépendantes (Parcellier et al., 2003).   

a. Les petites HSP (sHSP) : 
 

Le groupe des petites HSPs ou small HSP (sHSP) comprend des protéines dont le poids 

moléculaire varie entre 15 et 30 kda, et partagent beaucoup d’homologie de séquences et 

de propriétés biochimiques telles que la phosphorylation et l’oligomérisation (Garrido et al., 
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2012). Elles sont ATP-indépendantes, et ont pour rôle principal la protection de la cellule de 

l’agrégation des protéines mal conformées, ainsi qu’une fonction cytoprotectrice dans des 

conditions de stress, et possèdent une très grande capacité d’oligomérisation (Garrido et al., 

2012). Les sHSP chez l’homme sont au nombre de 10 et sont différemment exprimées, à 

savoir soit ubiquitaires, soit tissus spécifiques (Kampinga et al., 2009). Structurellement, 

toutes les sHSP possèdent un domaine central appelé domaine α-cristalin, formé de 80 à 90 

résidus (figure 15), très conservé entre les différentes protéines. Mis à part ce domaine, les 

sHSP ne partagent pas beaucoup de similarité au niveau de la séquence. Par contre, au 

niveau de la partie N-terminale qui est moins conservée, il existe une petite région riche en 

proline et phénylalanine, qui contient un ou deux motif WD/PF, et qu’on retrouve dans 

plusieurs sHSPs (Thériault et al., 2004). Ce motif serait impliqué dans le processus 

d’oligomérisation. Les sHSPs les plus étudiées sont HSP27 (HSPB1), l’α-A-cristalline (HSPB4) 

et l’α-B-cristalline (HSPB5).  

- HSP27 : 
 

HSP27 est une protéine cytosolique, possédant 3 sérines S15, 78 et 82, qui sont 

susceptibles d’être phosphorylées, et modulent avec le motif  WD/PF l’oligomérisation de la 

protéine, formant des oligomères qui peuvent aller jusqu’à 1000kda (Garrido, 2002). Ainsi, la 

phosphorylation de HSP27, un processus réversible, favoriserait de petits oligomères, alors 

que la déphosphorylation favoriserait le contraire. Ce processus dynamique 

d’oligomérisation dépendant de la phosphorylation, ainsi que de l’état de stress (Garrido, 

2002), joue un rôle important dans l’affinité de HSP27 envers les protéines qu’elle 

chaperonne (Bruey et al., 2000).  

La phosphorylation de HSP27 est induite en réponse à différents stress, comme le choc 

thermique, les facteurs stimulant la différenciation, certains agents mutagènes, des 

cytokines inflammatoires, des agents anti-cancéreux, ainsi que des agents oxydants (Vertii et 

al., 2006). Son expression est ubiquitaire, et à différents stades de développement et de 

différenciation. Elle a été récemment décrite comme ayant un rôle dans la dégradation de 

GATA-1 (un facteur de transcription érythroïde) durant le stade terminal de différenciation 

des érythroblastes (de Thonel et al., 2010).   
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Figure 15 : Structure de HSP27 

 

b. Les autres HSPs : 

- HSP70: 

La famille HSP70 constitue la classe la plus conservée et la mieux étudiée des HSPs. Ainsi il 

y aurait 95% d’homologie entre l’homme et la souris, et 85% avec le poisson zèbre. Elle 

englobe les protéines allant de 66 à 78 kDa qui sont codées par une famille multigénique, 

constituée de 11 gènes chez l’homme (Tavaria et al., 1996). Certaines d'entre elles sont 

principalement localisées dans le cytosol comme la HSP70 inductible (appelé simplement 

HSP70 ou HSP72 ou HSPA1) ou la HSC70 exprimé de façon constitutive (Hsp73 ou HSPA8). 

D'autres se trouvent dans les mitochondries (mtHSP70) ou dans le réticulum endoplasmique 

(GRP78 / Bip) (Jäättelä et al., 1998).  

Les protéines HSP70s eucaryotes contiennent deux domaines fonctionnels: le domaine 

NH2-terminal comportant un domaine de liaison à l’ATP : ATP-Binding Domain (ABD), et le 

domaine de liaison au peptide : Peptide Binding Domain, se trouvant en C-terminal (PBD) 

(figure 16). 

 

Figure 16 : Structure de HSP70 
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La forme inductible de HSP70 est issue de deux gènes, Hsp70.1 (Hspa1a) et Hsp70.3 

(Hspa1b), situés sur le chromosome 6 et dont les loci sont très proches (Milner and Camp-

bell, 1990). Ils ne comportent pas d’intron et sont fortement inductibles par un stress. Ces 

deux gènes codent pour deux protéines identiques HSPA1A et HSPA1B regroupées indiffé-

remment sous le nom de HSP70. 

 
Dans des conditions normales, la protéine HSP70 fonctionne comme un chaperon 

moléculaire ATP-dépendant, en aidant le repliement des polypeptides nouvellement 

synthétisés, l'assemblage des complexes multi-protéiques et le transport de protéines à 

travers les membranes cellulaires (Shi and Thomas, 1992). Plusieurs protéines telles que 

HSP40, HSP110, CHIP, HOP, HIP, SAC-1 et SAC-3 ont été identifiées comme co-chaperonnes 

de HSP70. Elles peuvent se lier soit au domaine ABD, soit au domaine PBD de HSP70, 

modulant ainsi l'activité de chaperon de la protéine.  

Des études d’invalidation du gène inductible montrent que HSP70 joue un rôle important 

dans l'apoptose. Des cellules embryonnaires de souris dont les deux gènes qui codent pour 

HSP70 inductible sont invalidés, sont très sensibles à l'apoptose induite par une large gamme 

de stimuli létaux (Schmitt et al., 2003).  

Peu de choses sont connues sur les modifications post-traductionnelles de HSP70. 

Toutefois, certains auteurs rapportent que la protéine pourrait être transitoirement 

phosphorylée sur des résidus divers, tels que S400 et Y524 (Frisan et al., 2012; Knowlton et 

al., 2000).  

HSP70 a été décrite comme étant exprimée de façon constitutive dans les érythrocytes du 

Xenopus laevis, mais son rôle reste encore mal connu (Winning and Browder, 1988).  

- HSP90 

Quatre protéines appartiennent à la famille HSP90: HSP90α (HSPC2), HSP90β (HSPC3), 

GP96 (HSPC4) et TRAP1 (HSPC5) (Kampinga et al., 2009). Les deux isoformes de HSP90 

(HSP90α et HSP90β), identiques à 86%, sont essentiels à la survie des cellules eucaryotes. Ils 

sont constitutivement abondants, et  représentent 1-2% des protéines cytosoliques, mais 

leur expression peut encore être stimulée par un stress. A ce jour, on ne distingue pas 

encore les 2 isoformes, qui sont regroupés sous le terme HSP90.  
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HSP90 est constituée de trois domaines importants (figure 17) 

- Le domaine N-terminal, avec un site de liaison à l'adénine, responsable de l'activité 

ATPase de la protéine. 

- Le domaine central fortement chargé qui possède une grande affinité pour les co-

chaperonnes et les protéines clientes de HSP90.  

- Le domaine de dimérisation C-terminal qui contient le motif EEVD. Ce motif lie les co-

chaperonnes  qui régulent la fonction ATPase de HSP90.  

 

Figure 17 : Structure de HSP90 

Un des rôles majeurs de HSP90 est la stabilisation de protéines appelées protéines 

clientes des HSP90. Parmi ces protéines clientes, les deux grandes classes sont les facteurs 

de transcription, comme les récepteurs aux hormones stéroïdiennes (Picard et al., 1990), et 

les protéines kinases telle que Akt/PKB (Protéine Kinase B)(Csermely et al., 1998) 

- HSP110 

Contrairement aux autres HSPs qui ont été intensément étudiées depuis plus de 30 ans, 

les chercheurs n’ont commencé à s’intéresser à HSP110 qu’au début des années 1990 (Chen 

et al., 1996; Lee-Yoon et al., 1995), alors que plusieurs études avaient également identifié 

une HSP de 110 kDa dans les premières études de la réponse au choc thermique chez les 

mammifères (Landry et al., 1982). Fait intéressant, certaines des premières études de 

Hsp110, ont démontré que son expression dans des cellules de mammifère est en 

corrélation avec le phénomène de la thermotolérance en coordination avec Hsp70 et Hsp90 

(Subjeck et al., 1982).  

Comme la plupart des HSPs, HSP110 est constitué d’un domaine en N-terminal responsable 

de l’activité ATPase. 
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c. Les protéines de la réponse au choc thermique chez le poisson zèbre : 
 

La plupart des études sur l'expression des HSPs chez les poissons ont été effectués sur le 

poisson zèbre. Il possède deux familles de gènes : Les hsps constitutives, et les hsps induc-

tibles, et qui sont tissus-dépendants au cours du développement embryonnaire. Les trans-

crits des hsp inductibles s'accumulent suite à un choc thermique d'une heure à 34 ° C avec 

une induction maximale à 37 ° C (Lele et al., 1997; Martin et al., 2002) . Cette réponse au 

choc thermique et à différentes toxines chimiques semble être médiée par l'activité de Hsf1, 

dont trois isoformes (Hsf1a, Hsf1b et Hsf1c) ont été retrouvées chez le poisson-zèbre 

(Rabergh et al., 2000; Wang et al., 2001). Récemment, HSF2 a été aussi cloné, et il a été dé-

montré que les gènes HSF1 et HSF2 ont des profils d’expression similaires au niveau du cer-

veau durant le développement (Yeh et al., 2006).  

- HSFs : 
 

Le rôle des HSFs pendant le développement des vertébrés non mammifères tels que le pois-

son-zèbre dans des conditions physiologiques normales reste encore inconnu. Une étude a 

été conduite afin d’identifier le besoin de HSF1 pendant le développement embryonnaire 

chez le poisson zèbre. La génétique réverse utilisant les morpholinos (MO), à savoir des oli-

gonucléotides anti-sens modifiés afin de bloquer la traduction du messager de hsf1, a ainsi 

démontré que les embryons déficients en  hsf1 présentent un phénotype reproductible ca-

ractérisé par des yeux plus petits par rapport aux contrôles sauvages.  Cette taille des yeux 

se traduit par un cristallin immature et une structure de la rétine désorganisée (Evans et al., 

2007). L’inactivation de hsf2 quant à elle, n’a pas donné le même phénotype que MO-hsf1, 

suggérant que hsf1 et hsf2 jouent des rôles distincts dans le développement chez le poisson 

zèbre.  

Il a été déjà démontré que plusieurs HSP sont nécessaires pour l’embryogenèse normale du 

poisson zèbre, plus particulièrement en jouant un rôle dans le développement des yeux, des 

muscles, et dans la motilité des neutrophiles   (Evans et al., 2005; Krone et al., 2003; Lam et 

al., 2013; Lele et al., 1999; Middleton and Shelden, 2013).  
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- HSP70 : 
 

Ainsi, il a été démontré que la forme inductible de hsp70 (hsp70-4) est exprimée au cours du 

développement embryonnaire au niveau du cristallin, à des températures de croissance 

normales. En plus, un fragment du promoteur de ce gène de 1,5 kb est suffisant pour diriger 

l'expression du gène rapporteur GFP au niveau du cristallin, ce qui suggère le rôle du gène 

hsp70 durant le développement embryonnaire. L’inactivation de HSP70 s’est traduite par 

des embryons présentant des yeux de petite taille par rapport aux contrôles (Evans et al., 

2005). L’inactivation de hsf1 a donné le même phénotype que celle de hsp70, avec une 

baisse significative de l’expression de la protéine chez les embryons MO-hsf1, démontrant le 

rôle joué par un hsf1 dans la régulation de hsp70 durant le développement (Evans et al., 

2007). 

- HSP27 : 
 

Concernant la protéine HSP27 (hspb1), plusieurs implications lui ont été attribuées récem-

ment en dehors de son rôle classique dans la bonne conformation des protéines. Elle est 

abondamment exprimée dans les tissus musculaires embryonnaires d'une grande variété 

d'espèces de vertébrés. Une analyse morphométrique quantitative des muscles craniofa-

ciaux d’embryons de poissons zèbres, a révélé une réduction de 47% à la surface des coupes 

transversales de myofibre,  dans des embryons dont le gène hsp27 a été inactivé par rapport 

aux témoins (Middleton and Shelden, 2013). Dans une autre étude,  une forte expression de 

hsp27 après choc thermique a été corrélée avec l’augmentation du nombre des neutrophiles 

circulants chez des embryons de poisson zèbre (Lam et al., 2013).   

II. Le poisson zèbre comme modèle hématopoïétique 
 

Durant le développement embryonnaire des vertébrés,  la formation des cellules sanguines 

s’étale sur  deux vagues ou phases successives à différents sites anatomiques (Robb, 1997). 

Les premières cellules qui sont les globules rouges embryonnaires, se développent dans les 

îlots sanguins extra-embryonnaires chez les mammifères, un processus d'hématopoïèse 

embryonnaire appelée aussi « phase primitive ».  Chez la souris, cela se produit à partir du 

septième jour embryonnaire. La proximité des premières cellules sanguines et vasculaires 

dans le sac vitellin, montre qu’elles seraient issues d’un seul progéniteur, les 
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hémangioblastes, donnant naissance aux deux lignées cellulaires (Pardanaud et al., 1989). La 

formation des cellules sanguines se déplace ensuite vers le foie fœtal, et par la suite à la 

moelle osseuse chez l'adulte. Cette phase est appelée « hématopoïèse définitive ».  

L’utilisation du poisson zèbre dans l’étude de l’hématopoïèse remonte aux années 1970, 

avec l’analyse morphologique des cellules sanguines. La figure 18 montre les ressemblances 

morphologiques entre les différentes cellules sanguines matures chez l’homme et le poisson 

zèbre. Les études de l’hématopoïèse se sont accentuées encore plus ces dernières années 

avec la découverte de nouveaux mutants et l’émergence de nouvelles lignées transgéniques 

afin de mieux comprendre le rôle des gènes contrôlant l’hématopoïèse.  

                                      

Figure 18 : Morphologie des cellules sanguines matures chez l’homme et le poisson zèbre 
(Davidson and Zon, 2004) 
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1)  Hématopoïèse primitive : 
 

L’hématopoïèse au cours du développement embryonnaire se produit sur deux phases 

successives, et sur différents sites anatomiques (Figure 19). La première vague dite aussi 

phase primitive produit principalement des érythrocytes et certains macrophages primitifs 

chez le poisson zèbre.  

Chez les mammifères et les oiseaux, le site de l'hématopoïèse primitive se trouve dans le sac 

vitellin extra-embryonnaire, tandis que chez le poisson zèbre le site se trouve à deux 

endroits intra-embryonnaires: le mésoderme latéral antérieur (MLA) et le mésoderme latéral 

postérieur (MLP) qui formera plus tard la masse cellulaire intermédiaire (MCI) (Hsia and Zon, 

2005). La myélopoïèse primitive a lieu dans le MLA, alors que l'érythropoïèse primitive se 

produit dans la MCI (Davidson et al., 2003b; Detrich et al., 1995). Le mutant spadetail a une 

myélopoïèse normale dans le MLA, mais ne parvient pas à fabriquer des cellules érythroïdes 

dans la MCI, indiquant une régulation génétique indépendante des progéniteurs dans ces 

deux régions (Thompson et al., 1998). 

Au stade 2 somites, ou 10 hpf, la production de cellules souches hématopoïétique (CSH) se 

produit d’abord  seulement au  niveau du MLP, pour se retrouver ensuite aussi au niveau du 

MLA, sous le contrôle du gène scl  (Stem Cell Leukemia), indiquant la production des CSH et 

des angioblastes qui sont des précurseurs vasculaires (Davidson et al., 2003b). D'autres 

facteurs de transcription hématopoïétiques, tels que lmo2 et gata2, et des facteurs de 

transcription vasculaires, tels que fli1 et flk1, sont également co-exprimés avec le gène scl, ce 

qui suggère l'existence d'une population d’hémangioblastes bipotente (Dooley et al., 2005).  

Les cellules du MLP qui expriment les marqueurs sanguins et vasculaires, migrent à 18 hpf à 

un nouveau site hématopoïétique formant la MCI. Plus tard, ces mêmes cellules se 

différencient en proérythroblastes et en cellules endothéliales pour former le système 

vasculaire. Le facteur de transcription gata1 est crucial pour l'érythropoïèse primitive, ainsi 

environ 300 proérythroblastes gata1+ quittent la MCI et entrent dans la circulation autour 

de 28 hpf. Ces érythrocytes primitifs sont morphologiquement différents des érythrocytes 

chez le poisson zèbre adulte, qui ont moins de cytoplasme et un large noyau allongé. Tous 

les érythrocytes chez le poisson zèbre sont nucléés, contrairement à ceux des mammifères 

qui ne conservent leur noyau que pendant la phase primitive mais pas chez l'adulte. Il a été 
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montré que pendant les 4 premiers jours, seuls les érythrocytes primitifs circulent et que 

leur déclin commence autour de 6 jpf pour laisser place aux érythrocytes de la phase 

définitive (Weinstein et al., 1996). Cette observation suggère que les cellules de sang de la 

vague primitive sont laissées dans la circulation pendant près d'une semaine après 

fécondation, même si l'érythropoïèse primitive s'arrête environ à 24 hpf, comme indiqué par 

la diminution des niveaux de facteurs de transcription hématopoïétiques dans la MCI (Hsia 

and Zon, 2005).  

Le second site de l'hématopoïèse primitive, le MLA, est le site de production de progéniteurs 

myéloïdes, exprimant les facteurs de transcription tels que fli1, gata2, lmo2, et scl, mais 

aucune expression de gata1 n’y est détectée puisqu’il n'y a pas de production de 

proérythroblastes. Par contre le facteur de transcription spécifique myéloïde pu1 (spi1) est 

exprimé à partir du somite 3, soit 11 hpf. Ces précurseurs myéloïdes pu.1+/scl+ se 

différencient en macrophages et en granulocytes (Bennett et al., 2001). Toutes les cellules 

myéloïdes expriment le marqueur l-plastine, mais seuls les granulocytes expriment la 

myéloperoxydase (mpx). Les granulocytes seront mpx+, alors que les monocytes et 

macrophages seront mpx-/l-plastin+.  

Au niveau de la MCI, les facteurs pu1 et gata1 sont coexprimés entre 16 et 20 hpf. 

L’équilibre entre l’expression de ces deux facteurs permet la régulation fine de la production 

des cellules érythroïdes et myéloïdes (Berman et al., 2005; Galloway et al., 2005).  

Le dernier site de l’hématopoïèse primitive décrit est l’îlot sanguin postérieur (ISP). Dans ce 

site, qui deviendra par la suite le site d’hématopoïèse caudal au cours de l’hématopoïèse 

définitive, sont retrouvés entre 24 et 48 hpf à la fois des cellules proérythroïdes et 

promyéloïdes (Bertrand et al., 2007). Cependant, ces progéniteurs érythromyéloïdes 

bipotents n’ont pas la capacité d’autorenouvèlement spécifique des cellules souches 

hématopoïétiques, qui apparaissent réellement au cours de la formation de l’hématopoïèse 

définitive.  
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Figure 19 : Mise en place de l’hématopoïèse chez le poisson zèbre et la souris 

L’hématopoïèse chez le poisson zèbre au cours du développement (A,B) a lieu par vagues successives au niveau 
de différents organes comme le mésoderme latéral antérieur (MLA) et le mésoderme latérale postérieur (MLP) 
qui formera par la suite la masse cellulaire intermédiaire (MCI), Aorta Gonado Mesonephros (AGM), le tissu 
hématopoïétique Caudal (THC), le thymus et les reins. Chez la souris (C), la mise en place de l’hématopoïèse se 
déroule également par vagues successives au niveau du mésoderme ventral, du sac vitellin, de l’AGM, du 
placenta, du foie fœtal, thymus et enfin de la moelle osseuse. Abréviation : M : Myéloïdes, CE : Cellules 
Endothéliales, E : Erythroides, LT : Lymphocytes T, T : Thrombocytes, LB : Lymphocytes B, P : Progéniteurs. 
(D’après Chen and Zon, 2009).   
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2) Hématopoïèse définitive : 
 

Les cellules souches hématopoïétiques (CSH) multipotentes sont capables 

d’autorenouvèlement et peuvent générer tous les types de cellules sanguines au cours de 

l’hématopoïèse définitive. Ces cellules sont tout d’abord détectées chez le poisson au niveau 

de l’équivalent de l’aorta-gonado-mesonephros (AGM) chez les mammifères.  

- Aorta Gonado Mesonephros (AGM) : 

Runx1 est un facteur de transcription qui a un rôle majeur dans l’hématopoïèse définitive et 

qui est exprimé par les CSH chez le poisson adulte. L’expression de runx1 est retrouvée au 

niveau des CSH mais également dans les cellules endothéliales de l’AGM peu après 24 hpf 

(Bertrand et al., 2008; Kissa et al., 2008). Ces cellules endothéliales semblent être 

l’équivalent des cellules des hémangioblastes de la MCI car elles sont susceptibles d’être des 

progéniteurs communs aux cellules endothéliales mais également aux premières CSH 

« définitives ». Dès 36 hpf, l’îlot sanguin postérieur est remodelé pour former un nouveau 

site hématopoïétique : le Tissu Hématopoïétique Caudal (THC). 

- Tissu Hématopoïétique Caudal (THC) : 

Au niveau de ce site, dérivé de l’ISP, des CSH sont retrouvées dès 3 jpf. Ces CSH sont issues 

de l’AGM et vont migrer au niveau de ce site mais également dans le pronephros.  Le THC est 

également un site d’érythropoïèse et de myélopoïèse (Jin et al., 2009; Murayama et al., 

2006; Zhang and Rodaway, 2007). Après 6 jours de développement, l’hématopoïèse change 

de lieu pour atteindre son site définitif.  

Enfin le site définitif de l’hématopoïèse, équivalent de la moelle osseuse chez les 

mammifères est le rein où des CSH sont retrouvées entre les tubules rénaux. Les cellules 

sanguines définitives sont composées d’érythrocytes, de granulocytes, de monocytes, de 

lymphocytes et de thrombocytes (Carradice and Lieschke, 2008) 

 

 

 



91 
 

3) Les cellules souches hématopoïétiques 
 

La production de cellules souches hématopoïétiques se déroule au niveau de 

différents tissus selon les espèces. Chez la souris, l’hématopoïèse débute dans le mésoderme 

ventral, puis le sac vitellin, l’AGM, le foie fœtal et enfin au niveau de la moelle osseuse  

(figure19C). Le placenta est également reconnu comme un site de production 

hématopoïétique au cours du développement en parallèle de l’activité de l’AGM (Inman and 

Downs, 2007). Les cellules hématopoïétiques dérivent de cellules souches dites « à long 

terme » capables d’autorenouvèlement. Les cellules souches hématopoïétiques « à court 

terme » peuvent se différencier en Progéniteurs Myéloïdes ou Lymphoïdes Communs (PMC 

ou PLC). Les PLC sont à l’origine des lymphocytes T et B alors que les PMC se différencient en 

cellules matures telles que les érythrocytes, les mégacaryocytes, les éosinophiles ou encore 

les monocytes (Figure 20). La conservation des lignages et des fonctions des cellules 

hématopoïétiques matures dans l’évolution permet de supposer un schéma de 

différenciation des cellules hématopoïétiques identique à celui rapporté chez la souris. La 

majorité des facteurs de transcription impliqués dans la différenciation hématopoïétique 

chez les mammifères ont des orthologues chez le poisson zèbre, laissant supposer une 

conservation des mécanismes de régulation de cette différenciation  (Davidson and Zon, 

2004; de Jong and Zon, 2005; Okihiro and Hinton, 1999). 
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Les cellules sanguines dérivent des cellules souches hématopoïétiques CSH capables d’autorenouvèlement qui 
se différencieront en Erythroblastes, Prothrombocytes, Myéloblastes, en progéniteurs de cellules T, B ou NK. 
Les Erythroblastes se différencient en  Erythrocytes, les prothrombocytes en thrombocytes, les monoblastes en 
monocytes, et les myéloblastes peuvent se différencier en Eosinophiles, basophiles ou en neutrophiles. Les 
Progéniteurs lymphoïdes se différencient en Lymphocytes B et T. Si la majorité de l’hématopoïèse a lieu dans le 
rein, seule la différenciation des cellules T a lieu au niveau du thymus (D’après Davidson and Zon, 2004) 
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Figure 20 : Différenciation des cellules hématopoïétiques chez le poisson zèbre 
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4) Les mutants zebrafish comme modèles de  maladies humaines du 
sang 

 

Comme les globules rouges sont les premières cellules à apparaître dans le sang au cours 

de l'embryogenèse, l'étude de l'érythropoïèse fournit un point d'entrée important dans la 

biologie du développement et la formation du sang ou hématopoïèse. En outre, l'analyse des 

mécanismes par lesquels les protéines, telles que les globines, sont fortement et 

spécifiquement exprimées durant le développement des cellules érythroïdes a servi de 

paradigme pour la régulation transcriptionnelle chez les eucaryotes supérieurs (Orkin, 1995). 

Par conséquent, l'utilisation de nouveaux outils génétiques et l’exploitation de nouvelles 

voies de signalisations pour étudier l'érythropoïèse est susceptible de fournir d’importantes 

découvertes en biologie fondamentale et sur les maladies humaines. 

D’intéressants phénotypes ont été étudiés grâce à la mutagénèse chimique induite, 

fournissant un nombre important de mutants de poissons zèbres, dont la plupart reflètent 

des maladies humaines (tableau 3). 
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Tableau 3 : Mutants érythropoïétiques de poissons zèbres et maladies humaines associées 

Mutant Abréviation Gène Maladie humaine Référence  

chardonnay cdy Divalent metal transporter 

1 (DMT-1) 

Anémie microcytaire (Donovan et al., 2002) 

chablis cha Protein 4.1R Elliptocytose 

héréditaire 

(Shafizadeh et al., 

2002) 

chianti cia Transferrin receptor 1 / (Wingert et al., 2004) 

dracula dra Ferrochelatase (fch) Protoporphyrie 

érythropoïétique 

(Childs et al., 2000) 

moonshine mon Tif 1 γ / (Ransom et al., 2004) 

retsina ret Band 3 Anémie 

dysérythropoïétique 

congénitale de type II 

(Paw et al., 2003) 

riesling ris Β-spectrin Sphérocytose 

héréditaire 

(Liao et al., 2000) 

Vlad tepes vlt Gata-1 Anémie 

dysérythropoïétique 

et thrombocytopénie 

familiale 

(Lyons et al., 2002) 

yquem yqe Uroporphyrinogen 

decarboxylase (urod) 

porphyrie 

érythropoïétique 

congénitale humaine 

(Wang et al., 1998) 

Sauternes sau δ-aminolevulinate synthase 

(alas2) 

Anémie 

sidéroblastique 

congénitale 

(Brownlie et al., 1998) 

weissherbst weh Ferroportin 1 hémochromatose de 

type IV 

(Donovan et al., 2000) 

zinfandel zin Locus Globine Similaire à la 

thalassémie 

(Brownlie et al., 2003) 

 

 

Ces mutants ont été initialement identifiés par l'observation d’une importante baisse de 

cellules sanguines circulantes. Les phénotypes ont été confirmés et caractérisés par 

hybridation in situ pour évaluer l'expression de facteurs de transcription hématopoïétique 

connus comme gata1 et scl. Ces phénotypes peuvent être divisés en plusieurs sous-
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catégories: ceux qui n'ont pas de globules rouges (mutants exsangues), ceux présentant une 

anémie progressive, une anémie hypochrome, ou photosensibilité (Ransom et al., 1996). 

a. Les mutants Bloodless  (exsangues): 
 

Plusieurs mutants identifiés présentent ce phénotype « bloodless ».  Les mutants 

Moonshine (mon) par exemple, ne parviennent pas à exprimer gata-1 normalement, et ils 

ont une anémie sévère résultant de la perturbation des deux vagues primitives et définitives 

de l'hématopoïèse (Ransom et al., 2004). Le gène moonshine (mon) code pour le facteur de 

transcription TIF1γ, qui joue un rôle essentiel dans la différenciation érythroïde précoce 

(Ransom et al., 2004). Entre 5 à 7 dpf, les embryons (mon) n'ont que 5% à 10% des globules 

rouges circulants que l'on trouve dans les embryons de type sauvage (Ransom et al., 2004). 

En effet, alors que les embryons de type sauvage ont entre 1000 et 3000 érythrocytes 

nucléés circulants, les mutants (mon) n'ont que 50 à 100 cellules circulantes, pas 

d'hémoglobine détectable, tel que démontré par le marquage o-dianisidine (Figure 21) 

(Ransom et al., 1996). Les rares cellules circulantes que l'on voit ont une morphologie de 

proérythroblaste, suggérant un blocage de la différenciation. La plupart de ces embryons 

sévèrement anémiques ne vivent pas au-delà de 10 à 14 dpf, mais quelques rares larves 

survivent jusqu’à l'âge adulte, et sont caractérisés par une cardiomégalie due à cette anémie 

sévère, et à un débit cardiaque élevé (Ransom et al., 2004). Il a été aussi observé que 

l’expression de gata1 et gata2 est fortement diminuée, ainsi que celle de marqueurs  

lymphoïdes et myéloïdes.  
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L’hémoglobine est fortement marquée au niveau de l’embryon contrôle sauvage (wt), alors qu’elle est absente 
chez le mutant moonshine (mon). 

 

Un autre mutant présentant une anémie sévère est caractérisé par une mutation 

touchant le gène gata1, donnant lieu au mutant vlad tepes (vlt)(Lyons et al., 2002). Ces 

embryons ont jusqu'à 24 hpf, une expression normale des marqueurs de progéniteurs 

hématopoïétiques embryonnaires tels que lmo-2, scl, et cbfb. Il a été observé chez ces 

mutants, un développement normal de cellules myéloïdes et lymphoïdes, ainsi qu’une 

expression correcte de leurs marqueurs pu.1, l-plastin, et c/ebp1, ikaros and rag-1. 

L’expression intacte des marqueurs myéloïdes et lymphoïdes, indique un développement 

normal de ces types de cellules dans les mutants du vlt (Lyons et al., 2002), mais malgré la 

présence de progéniteurs hématopoïétiques normaux, la mutation de gata1 rend ces 

cellules incapables de se différencier en lignée érythroïde.  

Les mutants bloodless (bls) n'ont pratiquement aucune circulation des globules rouges 

jusqu'à environ 5 dpf, lorsque les cellules produisant l’hémoglobine commencent à 

apparaître, coïncidant avec le début de l'hématopoïèse définitive (Liao et al., 2002). La 

mutation bls est héritée suivant un mode autosomique dominant, avec une pénétrance 

incomplète. De ce fait, le phénotype varie d'une absence complète d’érythrocytes primitifs, 

Eosi-
nophile 

/ 
Baso-
phile 

Précur-
seurs 

Figure 21 : Marquage o-dianisidine de l’hémoglobine des mutants 
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à une anémie très sévère. L’hématopoïèse qui a lieu au niveau des reins semble normale 

chez les poissons bls adultes, démontrant que seule l'hématopoïèse primitive est affectée.  

b. Les mutants avec une anémie modérée : 
 

D’autres mutants présentant une anémie moins sévère ont été identifiés. On compte parmi 

eux les mutants suivants : cabernet (cab), chablis (cha), grenache (gre), merlot (mot), riesling 

(ris), retsina (ret), et thunderbird (tbr) (Ransom et al., 1996; Weinstein et al., 1996). Ces 

mutants initient une hématopoïèse normale, présentent une expression de gata1 similaire à 

celle des embryons sauvages, et le marquage o-dianisidine n’indique aucune baisse en 

globules rouges. L’anémie est par contre visible à partir de 2 à 4 dpf, suggérant des 

mutations qui affectent la prolifération ou la stabilité des globules rouges matures.  

Ces mutations touchent en général des protéines du cytosquelette. Par exemple, les mutants 

mot et cha, connus pour porter des mutations dans le même gène, ont une hématopoïèse 

primitive normale, mais développent une anémie environ à 4 dpf (Shafizadeh et al., 2002). À 

24 hpf, les mutants mot/cha homozygotes présentent une expression normale de gata1, scl, 

et de globine embryonnaire, indiquant une érythropoïèse intacte, alors que les globules 

rouges matures sont hémolysées. Seuls quelques mutants mot homozygotes survivent 

jusqu’à l'âge adulte, mais nécessitent  une alimentation fréquente et de l’oxygène en 

abondance dans l'eau. Ces poissons ont une anémie et leurs globules rouges sont arrêtés au 

stade des érythroblastes basophiles. Ces  mutations touchent le gène epb41b codant pour la 

protéine membranaire 4.1, exprimée dans les globules rouges, et qui se lie à la spectrine, 

une autre protéine membranaire. La protéine epb41 permet ainsi l’ancrage du complexe 

spectrine-actine au niveau du cytosquelette de la membrane érythrocytaire (Shafizadeh et 

al., 2002). Chez l’homme, une carence en la protéine membranaire 4.1 provoque une  

elliptocytose héréditaire, une cause rare d'anémie hémolytique caractérisée par des globules 

rouges de forme elliptique (Tse and Lux, 1999).  

β-spectrine est l'une des protéines composantes les plus abondantes du cytosquelette des 

érythrocytes (Tse and Lux, 1999). Une mutation touchant le gène codant pour cette protéine 

se traduit par un mutant dit ris chez le poisson zèbre (Liao et al., 2000). A 4 dpf, les mutants 

ris homozygotes sont gravement anémiques, et leurs érythrocytes ont une forme ronde avec 

de grands noyaux, par opposition à la forme elliptique caractéristique des érythrocytes  du 
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poisson zèbre adulte. La morphologie des cellules rappelle celle observée chez les patients 

atteints de sphérocytose héréditaire humaine, résultat d’une mutation au niveau du gène 

SPTB humain (spectrin, beta, erythrocytic) (de Jong and Zon, 2005). Les mutants adultes sont 

caractérisés aussi par une augmentation du nombre de progéniteurs hématopoïétiques au 

niveau des reins, un phénotype analogue à l'augmentation du nombre de progéniteurs des 

érythrocytes dans la moelle osseuse chez les patients humains atteints de sphérocytose 

héréditaire.  

Comme pour les mutants mot/cha et ris, les mutants ret deviennent anémiques aux environs  

de 4 dpf, peu après le début de l'hématopoïèse définitive. Contrairement aux mutants 

précédemment décrits présentant des anomalies de protéines membranaires, les 

érythrocytes circulant dans les mutants ret sont arrêtés au stade des érythroblastes, et une 

grande proportion (environ 27%) ont deux noyaux  évocateurs d'un défaut de mitose (Paw et 

al., 2003a). Ce phénotype est analogue d’une maladie humaine connue sous le nom 

d’anémie dysérythropoïétique congénitale de type II (Heimpel, 2004; Heimpel et al., 2003; 

Paw, 2001; Paw et al., 2003b). Des études ont démontré qu’une mutation du gène Band 3 

est responsable de ce phénotype, et aurait un rôle important dans la division 

chromosomique lors de l'anaphase. Ainsi, un défaut au niveau de cette protéine altérerait  la 

mitose au niveau des érythroblastes chez le poisson zèbre (Paw, 2001; Paw et al., 2003b).  

c. Mutants hypochromiques : 
 

Les mutants hypochromiques chez le poisson zèbre ont  des érythrocytes de petite taille 

avec un cytoplasme pâle (hypochromie) indiquant une baisse du niveau de l'hémoglobine. 

Un des mutants présentant ce type d’érythrocytes, est le mutant zin dont le gène muté se 

trouve au niveau du locus globine du chromosome 3. Ces mutants hypochromiques 

présentent un déséquilibre au niveau de l’expression des chaines d’hémoglobine, similaire à 

celui observé chez les patients humains atteints de thalassémie (Brownlie et al., 2003).  

Le métabolisme du fer est un composant essentiel de la synthèse de l'hème, et donc les 

défauts de son absorption, de son stockage et son trafic peuvent conduire à une sorte 

d’anémie hypochromique chez l'homme. Le mutant weh  présente une baisse du taux 

d’hémoglobine, mais un nombre normal en globules rouges. Cette mutation est localisée au 

niveau du gène de la ferroportine 1, codant pour un transporteur de fer (Donovan et al., 
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2000; Fraenkel et al., 2005). Ce gène conservé chez l’homme et la souris, a la même fonction 

chez le poisson zèbre, et des mutations à son niveau ont été identifiées chez des patient 

présentant une hémochromatose de type IV (Montosi et al., 2001; Njajou et al., 2001). 

d. Les mutants photosensibles : 
 

Il existe un autre type de mutants, mimant des maladies humaines, touchant les propriétés 

physiques des érythrocytes. On les appelle des mutants photosensibles, dont les 

érythrocytes ont la particularité d’autofluorescer et de se lyser lorsqu’ils sont longuement 

exposés à la lumière.  Ce phénotype est similaire à celui observé chez les patients atteints de   

porphyrie érythropoïétique congénitale humaine. Le poisson zèbre est l’un des modèles les 

plus utilisés dans l’étude de cette maladie (Wang et al., 1998). Par exemple, la mutation 

touchant le gène yqe donne naissance au mutant yquem, se traduisant par des symptômes 

de la porphyrie,  due à des défauts de biosynthèse de l'hème.  

 

III. Les protéines de la réponse aux stress et l’hématopoïèse 
 

1) HSP70 comme régulateur de l’érythropoïèse : 
 

L’érythropoïèse est finement régulée par deux cytokines importantes, le stem cell 

factor (SCF) et l’érythropoïétine (Epo). La diminution des taux d’Epo induit l’activation des 

caspases et l’apoptose des progéniteurs érythroïdes. Il a été démontré que la caspase-3 est 

activée, et nécessaire durant la maturation terminale des érythroblastes (Zermati et al., 

2001). Son rôle est de cliver la lamine B et acinus (une protéine activée par clivage), 

entraînant respectivement la condensation du noyau et de la chromatine des érythroblastes. 

Également, contrairement à ce qui se produit au cours de l’apoptose, le facteur de 

transcription GATA-1 n’est pas clivé par la caspase-3 au cours de la différenciation érythroïde 

terminale. Ainsi, la régulation de l’érythropoïèse est non seulement liée au niveau 

d’activation des caspases mais aussi, en aval de cette activation, à l’accessibilité de leurs 

cibles et notamment à celle du facteur de transcription GATA-1. Une hypothèse a été alors 

formulée : la protéine de choc thermique HSP70 pourrait être impliquée dans la régulation 

de l’accessibilité des caspases à leurs cibles. Au cours de la différenciation érythroblastique, 
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HSP70 est exprimée de façon constitutive et se localise dans le noyau où elle interagit avec 

GATA-1. À ce niveau, elle protège ce facteur du clivage par la caspase-3 (Ribeil et al., 2007). 

En accord avec le rôle d’HSP70 comme protéine protectrice de GATA-1, le sevrage en Epo, 

qui induit l’apoptose, s’accompagne de la sortie nucléaire d’HSP70, ce qui permet alors à la 

caspase-3 de cliver GATA-1 et d’induire une augmentation de l’activation des caspases et 

l’apoptose. Ainsi, l’Epo protège les cellules érythroïdes en cours de différenciation du clivage 

de GATA-1 par la caspase-3 en assurant le maintien de la localisation nucléaire de HSP70.  Il 

reste à élucider les mécanismes par lesquels HSP70 migre dans le noyau de façon synchrone 

à l’activation des caspases et comment l’Epo induit la rétention d’HSP70 dans le noyau.  

2) Hsp27 régulateur de la protéine Gata1 durant l’érythropoïèse 

Dans une autre étude, il a été démontré in vitro que l’absence de HSP27 dans des 

progéniteurs de globules rouges provoque une augmentation quantitative de la protéine 

GATA-1, cliente de la HSP27, se traduisant par un arrêt de la différenciation érythroïde 

terminale (de Thonel et al., 2010). Plus précisément, ils constatent que, pendant les derniers 

stades de différenciation érythroïde, HSP27 phosphorylée pénètre dans le noyau, se lie à 

GATA-1, et induit son ubiquitination et sa dégradation au niveau du protéasome, à condition 

que le facteur de transcription soit acétylé. Ils ont conclu que HSP27 joue un rôle dans la 

mise au point de la différenciation érythroïde terminale en régulant la quantité de  GATA-1. 

3) HSF1 contrôle la différenciation des macrophages  
 

En plus de leur rôle cyto-protecteur dans des conditions de stress, les HSP sont 

impliquées dans des voies de différenciation spécifiques. Il a été rapporté que HSP90 aurait 

un rôle dans la différenciation de monocytes de sang périphérique humain en macrophages 

en présence de M-CSF, un facteur stimulant leur différenciation (Didelot et al., 2008). Une 

étude récente montre que la suppression de HSF1 affecte la différenciation M-CSF-

dépendante des cellules de la moelle osseuse chez la souris (Jego et al., 2014). Ils en 

concluent que HSF1 aurait ainsi un double rôle, réguler en premier lieu l'expression du gène 

SPI1 / PU.1, un facteur de transcription essentiel pour la différenciation des macrophages, et 

en second lieu, induire l'expression de HSP70 qui interagit avec SPI1 / PU.1 pour protéger le 

facteur de transcription de la dégradation par le protéasome.  
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IV. Résultats : 
 

Pris dans leur ensemble, les protéines de la réponse au stress joueraient un rôle dans des 

processus physiologiques autres que des réponses aux stress, tels que la différenciation des 

érythrocytes (HSP27 et HSP70) et des macrophages (HSF1). 

A la lumière de ces résultats, nous nous sommes intéressés au rôle que pourrait jouer 

HSF1 dans la différenciation des érythrocytes, dans des conditions de non stress thermique, 

chez le poisson zèbre comme modèle in vivo, et pendant les premiers stades de 

développement.  
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1) L’invalidation  de Hsf1 mime un phénotype d’anémie 

modérée 
 

Afin d’évaluer l’importance de Hsf1 dans le processus d’érythropoïèse, nous avons procédé à 

l’invalidation du gène Hsf1 en utilisant un morpholino pour bloquer la traduction de la 

protéine HSF1, et ceci dans des œufs fécondés de poisson zèbre au stade 1 cellule.  

Nous avons réalisé par la suite un marquage o-dianisidine, un marqueur de l’hémoglobine 

dans le but de mettre en évidence les globules rouges au niveau de l’embryon au stade 48 

hpf. Nous avons ainsi observé que les morphants Hsf1 présentaient moins de globules 

rouges matures par rapport aux contrôles au niveau du vitellus, zone d’observation pour ce 

type de marquage chez le poisson zèbre (figure 22B) 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 22 : Evaluation de l’invalidation de Hsf1 et marquage o-dianisidine des globules 
rouges des embryons à 48hpf 

A : Analyse Western Blot pour vérifier l’efficacité du morpholino Hsf1. B : Marquage o-dianisidine d’embryons 
de poisson zèbre à 48 hpf.  L’hémoglobine est fortement marquée au niveau du vitellus des embryons injectés 
avec le morpholino contrôle MO-ctrl (n=36), alors qu’elle est faiblement marquée chez les morphant Hsf1 
(n=38). 
 

 

Nous avons confirmé cette observation par l’invalidation de hsf1 dans la lignée transgénique 

Tg(Gata1-dsRed), où nous avons observé une baisse des érythrocytes circulants, visible au 

niveau de l’artère et veine caudales (Figure 23). 
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Embryons de la lignée transgénique Tg(Gata1-dsRed) à 72 hpf. Nous observons moins d’érythrocytes circulants 

chez les morphants hsf1-MO par rapport aux contrôles, au niveau de l’artère caudale (AC) et de la veine 

caudale (VC).  

 

2) Hsf1 est impliqué dans la différenciation des érythrocytes 
 

Nous avons par la suite isolé les globules rouges de ces morphants, et avons réalisé un 

marquage May-Grunwald Giemsa, afin d’observer la morphologie des cellules, pour les 

comparer aux globules rouges d’embryons contrôles. Sur la base de la taille des cellules et 

celles des noyaux, ainsi que la coloration du cytoplasme, il est possible de définir quatre 

stades de différenciation des globules rouges primitives de 30h à 5 jpf : stade érythroblastes 

basophiliques, stade érythroblastes polychromatophilique, stade érythroblastes 

orthochromatophilique, et érythrocytes matures (Figure 24 A) (Qian et al., 2007). 

  

Figure 23 : Baisse d’érythrocytes circulants dans les morphants hsf1-MO 

Figure 23: Baisse d’érythrocytes circulants dans les morphants hsf1-MO 
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Figure 24: Rôle de HSF1 dans la différenciation des globules rouges 

A : Coloration May-Grunwald Giemsa des globules rouges à différents stades de développement. Les globules 
rouges peuvent être classés en quatre grandes étapes de développement : Stade I, érythroblastes 
basophilique ; stade II, erythroblastes polychromatophilique ; stade III, érythroblastes orthochromatophilique ; 
stade IV, érythrocyte. B : Quand Les érythroblastes des morphants contrôles sont au stade III (érythroblastes 
orthochromatophilique), ceux des morphants hsf1 sont au stade précédent (érythroblastes 
polychromatophiliques). C : Ratios des surfaces des noyaux et cytoplasmes des érythroblastes des deux 
morphants. Le ratio N:C est plus important chez les morphants Hsf1-MO (n=20) par rapport aux morphants 
contrôles (n=14). Les données représentent la moyenne plus ou moins l’écart-type pour n cellules. 
 
 

Nous avons constaté que les érythroblastes des embryons dont le gène hsf1 est inactivé, 

présentent la morphologie d’un érythroblaste au stade érythroblaste polychromatophilique, 

alors que les érythroblastes des embryons contrôles, sont au stade au stade suivant à savoir  

orthochromatophilique (figure 24B). Ce défaut de différenciation peut être aussi déterminé 

par le calcul du ratio de la surface du noyau  sur celle du cytoplasme (N:C).  Il diminue au 

cours de la différenciation puisque le noyau se condense et occupe de moins en moins de 

surface dans le cytoplasme.  

Nous constatons qu’au même stade, à savoir 3 jpf,  le ratio des érythroblastes des 

morphants Hsf1-MO est plus grand que celui des morphants contrôles, confirmant le défaut 

de différenciation.  

Comme HSF2 a été décrit comme ayant un rôle dans la différenciation cellulaire dans des 

modèles in vitro (Chang et al., 2006; Sistonen et al., 1992; Wang et al., 2004), nous avons 

voulu écarter l’hypothèse de son implication dans ce processus de différenciation des 

érythroblastes, en inactivant hsf2 par un morpholino. Nous n’avons alors observé aucune 

différence avec les morpholinos contrôles quant au marquage à l’o-dianisidine, ou au niveau 

du nombre d’érythrocytes circulant, suggérant que hsf1 est responsable du phénotype 

anémique.  

Ctrl-MO HSF1 -MO

0,32 ± 0,04 0,49 ± 0,05

Ratio N:C

A B 3 jpf 

Ctrl-MO 

Hsf1-MO 

C 
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3) Le rôle de Hsp70 et sa localisation cellulaire dans l’érythropoïèse  
 

L’hypothèse formulée pour expliquer le défaut de différenciation des érythroblastes chez les 

embryons dont le gène Hsf1 est inactivé, est  HSP70 qui est sous le contrôle de son facteur 

de transcription HSF1. HSP70 est décrite comme ayant un rôle de protection de Gata1 contre 

le clivage par la caspase 3 pour assurer la différenciation des érythroblastes (Ribeil et al., 

2007). Afin de vérifier in vivo l’implication de HSP70 dans le processus d’érythropoïèse, nous 

avons inactivé Hsp70 en injectant un morpholino spécifique du gène dans des œufs  de 

poisson zèbre au stade une cellule. Grâce au marquage o-dianisidine, et à la lignée 

transgénique Tg(Gata1-dsRed), nous avons observé un très faible marquage de 

l’hémoglobine pour les morphants Hsp70 par rapport aux contrôles et moins d’érythrocytes 

circulants (figure 25). Le ratio N :C des érythroblastes étant plus important chez les 

morphants hsp70, indique aussi un défaut de différenciation. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                 

  

Figure 25 : Baisse des globules rouges chez les morphants hsp70-MO 

A : Marquage o-dianisidine d’embryons à 48hpf, montrant une faible coloration du vitellus des embryons 

hsp70-MO, indiquant une anémie. B: Embryons de la lignée transgénique Tg(Gata1-dsRed) à 48hpf. Nous 

observons une forte baisse d’érythrocytes circulants chez les morphants hsp70-MO par rapport aux contrôles. 

C : Ratios des surfaces des noyaux et cytoplasmes des érythroblastes des deux morphants.  

 

Ribeil et al, ont démontré in vitro que HSP70 est impliquée dans le processus de 

différenciation des érythroblastes, en protégeant GATA1 du clivage par la caspase-3 (Ribeil 

Ctrl-MO HSP70 -MO

0,28 ± 0,04 0,58 ± 0,09

Ratio N:C

Hsp70-MO Control-MO 

 29/29 

A 

Control-MO Hsp70-MO 

83/83 71/71 

B 
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et al., 2007).  La localisation nucléaire de HSP70 serait alors une étape importante de ce 

processus (figure 26). 

 

             

Figure 26 : Modèle de la protection de GATA-1 du clivage par la caspase-3 par Hsp70 au 
cours de la différenciation érythroblastique 

En présence d’Epo, HSP70 est maintenue au niveau du noyau protégeant GATA1 du clivage par la caspase-3, 
mais elle est délocalisée en son absence, permettant le clivage de GATA1, et entrainant par conséquent l’arrêt 
de différenciation et l’apoptose des progéniteurs éryhtroblastiques. (Vandekerckhove et al., 2008) 
 
 

Une nouvelle protéine a été récemment identifiée appelée HIKESHI, codée par le gène 

C11orf73, et rapportée comme étant responsable de la translocation de HSP70 du cyto-

plasme vers le noyau (Kose et al., 2012). Cette protéine a été décrite pour l’instant seule-

ment dans un modèle cellulaire humain (HeLa) et Arabidopsis (Koizumi et al., 2014), et ceci 

dans un état de stress thermique, ainsi que chez la levure Schizosaccharomyces pombe, mais 

dans des conditions de non stress (Oda et al., 2014). L’analyse bio-informatique nous a in-

formée sur la conservation du gène C11orf73 chez le poisson zèbre, encore annoté 

zgc:110091. La protéine d’environ 25 kda, présente une homologie de séquence à hauteur 

de 71% avec son homologue chez l’homme. Kose et al. rapportent que le knockdown de 

HIKESHI in vitro maintient HSP70 au niveau du cytoplasme, démontrant le rôle de transpor-

teur de HIKESHI pour HSP70 (Kose et al., 2012).  

L’hypothèse avancée était que si HIKESHI est responsable du transport de HSP70, son 

absence l’empêcherait de se trouver dans le noyau et protéger par la suite GATA1 du clivage, 

se traduisant par une altération du processus de différenciation érythroïde.   
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Afin de déterminer le rôle de HIKESHI dans l’érythropoïèse in vivo chez le poisson zèbre, 

nous avons suivi la même méthodologie que pour HSF1 et HSP70, en injectant un 

morpholino Hikeshi (Hikeshi-MO) au stade une cellule, et empêcher ainsi la traduction de la 

protéine. Nous avons observé un phénotype très semblable à celui des autres morphants 

Hsf1-MO et Hsp70-MO, à savoir un une faible coloration de l’hémoglobine après un 

marquage o-dianisidine, mais seulement dans 70% des embryons injectés (26/32), 

contrairement aux autres morphants où le phénotype d’anémie est observable dans 100% 

des embryons (figure 27). Le marquage May-Grunwald Giemsa nous révèle des 

érythroblastes au stade II polychromatophyliques pour les morphants Hikeshi-MO, alors 

qu’elles sont au stade suivant pour les morphants contrôles. Le calcul du ratio N:C nous 

confirme aussi ce défaut de différenciation. 

  

                                                                       

Figure 27 : Rôle de Hikeshi dans l’érythropoïèse chez le poisson zèbre 

A : Marquage o-dianisidine à 48hpf de morphants contrôles (n=30 ) et morphants Hikeshi (n=32). B : Coloration 

May-Grunwald Giemsa d’érythroblastes à 3jpf. C : Ratio des surfaces de noyau sur cytoplasmes 

d’érythroblastes à 3 jpf. 

 

Tous ces résultats appuient un rôle de hsf1 dans l’érythropoïèse, soit directement ou indirec-

tement, par le biais de hsp70.  

  

Ctrl-MO Hikeshi -MO

0,32 ± 0,04 0,57 ± 0,11
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4) Rôle de HSF1 dans le développement chez le poisson zèbre en absence 
de choc thermique 

 

Nos résultats démontrent l’implication de HSF1 dans l’érythropoïèse, un phénomène 

considéré comme indépendant de tout type de stress.  Jego et al., confirment aussi le rôle 

joué par HSF1 dans le contrôle de la différenciation des macrophages (Jego et al., 2014).  

Sur la base de ces découvertes, nous avons entrepris une étude transcriptomique de HSF1, 

afin d’identifier des gènes « hématopoïétiques » qui seraient régulés par HSF1, mais de 

cribler aussi des gènes liés au développement embryonnaire, puisque l’étude se fait sur des 

embryons de poisson zèbre à 48hpf, et en absence de choc thermique, afin d’évaluer le rôle 

de ce facteur de transcription dans des processus physiologiques autres que ceux pour 

lesquels il est souvent décrit, à savoir des réponses aux stress.  

L’identification de nouveaux gènes régulés directement ou indirectement par HSF1, a été 

réalisée après invalidation du gène hsf1 par un morpholino spécifique au stade unicellulaire, 

suivie d’une analyse transcriptomique au stade 48 hpf, grâce à la technique RNAseq. Cette 

dernière est considérée actuellement comme la méthode de prédilection dans l’analyse de 

l’expression génique, puisqu’elle permet le séquençage de tous les transcrits même en faible 

quantité, ainsi que leur variants, et en les alignant avec le génome de l’espèce d’intérêt. 

Cette technique permet de détecter tous les gènes, même s’ils ne sont pas encore annotés 

dans les bases de données génomiques, contrairement aux puces à ADN, qui elles sont 

basées sur l’hybridation avec des sondes de gènes connus.  

Les résultats de cette analyse sont présentés sous forme d’un article, qui sera 

prochainement soumis. 
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Abstract 

 

The heat shock response is an ancient mechanism which is highly conserved in evolution and 

protects cells from stress. Heat shock factor 1 (HSF1) is the master transcription factor for 

heat-shock protein (HSP) genes. The transcriptome of HSF1 under normal physiological 

conditions and without additional induced heat shock or stress has never been analyzed in a 

whole vertebrate organism. To address this question, HSF1 proteins were ablated in zebrafish 

embryos by use of morpholinos and the transcriptional profile of these embryos was 

investigated by RNASeq. Differential expression of hsf1-morphants revealed 1432 genes up-

regulated and 2083 genes down-regulated, showing a role of HSF1 largely beyond the 

regulation of hsp genes. The resulting expression data were subjected to pathway enrichment 

analyses and compared to phenotypes of zebrafish hsf1-morphants and those reported from 

Hsf1 knockout mice. We found misregulated genes that could correlate with phenotypes such 

as the small eyes, neutropenia or anemia of the zebrafish morphant embryos and reduced 

myelin, impaired cilia beating or different circadian rhythm that have been reported from 

Hsf1-knockout mice. In addition, we could attribute GO pathways related to immune response 

and to the muscle fiber regeneration function of HSF1. From these data we conclude that 

HSF1 plays a broad role in physiology, immunology, anatomical structure or development 

under normal physiological conditions and its activity seems to be linked to circadian rhythm. 

We propose that HSF1 is a transcription factor that plays an important role in the adaptive 

plasticity to environment, from cellular to whole organism levels. 
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Introduction 

 

The heat shock response is a highly conserved mechanism in all organisms, from yeast to 

human, induced by different proteotoxic signals like heat, oxidative stress, heavy metals, 

toxins or infections. The Heat Shock response is translated by the synthesis of numerous 

proteins called Heat Shock Proteins (HSPs), which major role is to prevent inappropriate 

protein aggregation and to mediate transport of immature or damaged proteins to the target 

organelles for final packaging, degradation or repair (Hartl and Hayer-Hartl, 2002) (Walter 

and Buchner, 2002). These proteins are under that control of transcription factors called Heat 

Shock Factors (HSFs) (Christians et al., 2002). Upon activation, HSFs associate into 

homotrimers and induce the transcription of the Hsp genes by binding the Heat Shock 

Elements (HSE) located in the 5’ region of their promoter (Morimoto, 1998). In vertebrates, 

four HSFs (HSF1-HSF4) have been identified. HSF1 is the major stress-inducible 

transcriptional activator of the heat shock response but there are now many evidences that this 

factor plays also an important role under non-stress conditions (Vihervaara and Sistonen, 

2014). In humans, HSF1 has been reported to play an important factor in cancer cells (Dai et 

al., 2007; Mendillo et al., 2012). Its inactivation in cells abolishes thermotolerance and 

protection against heat-inducible apoptosis (McMillan et al., 1998). It has a critical role in 

female fertility, in the maintenance of olfactory epithelium in adult mice (Takaki et al., 2006) 

and in regulating immune response and inflammation (Christians et al., 2000)  (Inouye et al., 

2004). In zebrafish, HSF1 depletion by morpholino modified antisense oligonucleotides (MO) 

results in a small eye phenotype (Evans et al., 2007).  

In order to get a more global view on the role of HSF1, we wanted to investigate the role of 

HSF1 in normal physiological conditions in an entire organism. Zebrafish embryos are an 

ideal vertebrate model for such kind of studies and genes can easily be knocked down by 

morpholinos. In this study, we investigated the transcriptional profiles using RNASeq in 

48hpf hsf1 knockdown and control zebrafish embryos and compared the gene expression 

profile to phenotypes observed in zebrafish and mice. 
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Materials and Methods 

 

Ethics Statement 

All protocols in this study were conducted in strict accordance with the French and European 

guidelines for the care and use of laboratory animals. No specific ethics approval was required 

for this project, as all zebrafish (Danio rerio) used in this study were between 0 and 5 days 

old.  

 

Zebrafish lines and maintenance: 

Zebrafish were maintained in a recirculating aquaculture system (Müller & Pfleger, 

Germany). Photoperiod was 14 L:10D (light:dark), and the mean ranges for conductivity, pH, 

and temperature in the system were 600-700 µS, 6.0-8.0, and 26–28°C, respectively. 

Experiments were performed using the F1 of the wild-type line WIK (ZIRC) and the 

transgenic lines: Tg(gata1a:dsRed), a gift from David Langenau, Tg(fli1:egfp) (ZIRC, USA), 

Tg(mpx:egfp ), a gift from SA Renshaw and T.J. Chico, Sheffield, UK. Eggs were collected 

within one hour of laying and kept at 28° in Petri dishes containing source water (Volvic, 

France) supplemented with 0.3 µg/ml of methylene blue, and from 24 hours post fertilization 

(hpf) onwards with 0.003% 1-phenyl-2-thiourea (Sigma-Aldrich) to prevent melanin 

synthesis.  

 

Microinjection of zebrafish embryos: 

Gene knock-down experiments were performed using morpholino-modified antisense 

oligonucleotides (MO; Gene Tools, LLC; Philomath OR, USA). They were labeled with 

Lissamine or Fluorescin to facilitate screening of successfully injected eggs. For the hsf1-

MO2 we used the same sequence as described by Evans et al. 2007  (Evans et al., 2007): 5’-

CACGGAGAGTTTAGTGATGATTTCT-3’Fluorescin. In addition, we designed a second 

morpholino, hsf1-MO1: 5’-GGCCCCACACTGTGATACTCCATCA-3’Lissamine. As 

controls we used a morpholino for hsf2: 5’-GACGTTCGAGCTGTGTTTCATTTTG-3’ 

Fluorescin (Evans et al., 2007) and the standard control-MO (Gene Tools): 5’-

CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’Lissamine or Fluorescin. The morpholinos were 

injected into one to two cell stage embryos at 250 µM. This was the lowest effective 

concentration and was determined by titration experiments followed by morphological 
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examination. After injection, only eggs with uniform fluorescence, a marker for successful 

MO injection were used for the experiments. 

 

Western blot: 

To assess the efficacy of hsf1-MO, at least 20 zebrafish embryos at 48hpf were used for 

protein extraction, following the ZFIN protocol (https://wiki.zfin.org). Equal amounts of 

protein (30µg) were loaded on the wells, separated in a 10 % running gel and transferred to a 

nitrocellulose membrane. Immunoblotting was accomplished using an anti-HSF1 antibody 

(SPA-901, stressgen),  an antisarcomeric actin antibody (SigmaAldrich, clone 5C5) or anti-

HSP27  polyclonal serum (a generous gift of Eric Shelden) (Tucker et al., 2009) and   anti-

HSP70 (pAB Hsp70/Hsp72 Rabbit ADI-SPA-812, Enzo Life sciences. The secondary 

antibodies used: peroxidase-conjugated AFFINIPURE goat anti-rabbit IgG (H+L) (111-035-

144, Jackson Immunoresearch) and peroxidase-conjugated AFFINIPURE goat anti-mouse 

IgG (H+L) (115-035-146, Jackson Immunoresearch). 

 

Quantitative real-time RT–PCR 

QPCR primers were designed for candidate genes using the Probe Finder software (Primer 3 

plus). Three independent biological replicates of the control and MO-treated groups were 

included in the analysis and all reactions were carried out in triplicates. Reverse transcription 

was performed with 1 µg of total RNA extracted with Trizol from two distinct pools of 48 

 hpf zebrafish embryos using M-MLV reverse transcriptase and Oligo(dT) primers (Promega) 

following the manufacturer's instructions. The final RT product was diluted 3 times in water. 

Briefly, 2 µL of RT served as templates in the PCR reaction consisting of Go Taq qPCR 

master mix (Promega). qPCR was performed in the StepOnePlus system (Applied 

Biosystems). Before qPCR analysis, the standard curve of each primer pair was generated by 

the regression of Cq values and a series of 5-fold cDNA dilutions from the mixture of all 

samples to be analyzed. The amplification efficiency of primers was calculated from the slope 

of corresponding standard curve. Expression levels were normalized against hprt1. The 

sequences of the primers used for QPCR are provided upon request. 

 

 

 

https://wiki.zfin.org/
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Whole Embryo staining for hemoglobin: 

Histochemical staining of hemoglobin by o-dianisidine (Sigma) was performed as described 

(Lieschke et al., 2001)  (Erickson et al., 2007).  

 

Microscopy and imaging: 

All zebrafish imaging experiments were performed on the CellImaP platform in Dijon. 

Images of embryos were taken with an Axio zoom V16 (Zeiss), composed of a motorized 

stereo zoom microscope, a fluorescence light HPX 200 C coupled to a Zeiss HRm CCD 

camera and a computer. ZEN software controlled all of the stations and the images were 

acquired with a 2.3x objective. 

 

RNA sample preparation for RNAseq:  

Total RNA was extracted from approximately 80 embryos at 48hpf using Trizol with two 

extraction/precipitation steps (http://www.itg.kit.edu/874.php).  The quality and integrity of 

the total RNA was determined by electrophoresis in agarose gel. 

 

RNAseq, mapping and quantification of reads: 

Extracted total RNA samples were tested on RNA nanochips (Bioanalyser 2100, Agilent), and 

showed no sign of degradation (RNA index number > 8). Sequencing libraries were generated 

from 1 µg of RNA samples with the TruSeq stranded mRNA kit (Illumina). Size and quality 

of sequencing libraries were determined on DNA-chip (Bioanalyser 2100, Agilent).  

Multiplexed samples each at 7pM were loaded on a single lane Illumina Flow cell v3. Paired 

end reads (2×50 nucleotides) were obtained with a Hiseq1000 sequencer using SBS v3 kits 

(Illumina). Cluster detection and base calling were performed using the standard Illumina 

pipeline RTAv1.17.21.3. Quality of reads was assessed with CASAVA v1.8.1 (summarized in 

Table 1). Alignment to the zebrafish (Zv9) genome  was made with bowtie v0.12.7 

(Langmead et al., 2009) and tophat v2.0.11 (Trapnell et al., 2009) with the options -r 180 

mate-std-dev 80 -b2-sensitive -no-novel-juncs -a 5 -p 8 -library-type fr-unstranded and using 

the exon-exon junctions coordinates from Ensembl (release 75). More than 70% reads aligned 

against Zv9 genome. The total number of reads mapped generated with this method 343 

million reads (80 million reads per biological replicate, after pooling reads from technical 

replicates) of high quality (Q30>98%). Quantification of gene expression was performed with 

http://www.itg.kit.edu/874.php


115 
 

HTSeq v0.5.3p3 and DESeq2 (Anders and Huber, 2010). Assessment of the biological 

replicates reproducibility was performed by principal component analysis on variance 

stabilized in R environment.    

 

Cluster analysis 

Variance stabilized expression data obtained from DESeq2 were used for hierarchical 

clustering. We selected the 3515 genes showing a statistical difference between control and 

MO injected embryos (Log2 fold change ≥ 0.5, p-value ≤ 0.01). Hierarchical clustering was 

carried out by computing Pearson’s correlation on normalized expression data and the 

complete-linkage method with the R packages hclust and gplots.  

 

Gene Ontology (GO) term analysis 

For the GO term enrichment analysis we used BinGO 2.4.2 (Maere et al., 2005), zebrafish 

annotations were obtained from the Gene Ontology project (www.geneontology.org). The GO 

terms of the HSF1 misregulated genes were compared to a gene universe that was restricted to 

the expressed genes on the RNASeq data that could be linked to a ZFIN ID. To identify 

statistically significantly overrepresented GO categories, a hypergeometric test was performed 

followed by FDR correction (Benjamini and Hochberg, 1995). GO terms with corrected p-

values below 0.05 were considered as significantly enriched. 

 

Results 

Morpholino knockdown of hsf1 and resulting phenotypes 

To study the function of HSF1 in non heat shock conditions we performed knockdown 

analysis of the hsf1 gene in zebrafish embryos. We injected hsf1 morpholinos (MO) and 

control MO in the yolk from wild type and transgenic zebrafish. The embryos were raised in 

constant dark up to 48 hpf or 52 hpf at 28°C with no other induced stress besides taking them 

out in the morning for checking the embryos. The efficiency of the morpholinos was verified 

by western blot analysis from proteins of the hsf1-MO and control-MO treated embryos. As 

injection of 500 M lead to high mortality, we used 250 M where we achieved knockdown 

of HSF1 that can be seen at the protein level. Hsf1 knockdown reduced HSP70 at protein 

level as expected, while HSP27 was increased (Fig.1).   
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HSF1 depleted embryos have small eye phenotype that was reported by others (Evans et al., 

2007; Tucker et al., 2011) and confirmed by this study. The eye diameter of 52 hpf embryos 

were significantly smaller than that of the control morphants (Fig 2A, 2B).  Average eye 

surface area of hsf1-MO was 171.103 µm² compared to an average eye surface area of 

240.103µm² of the control embryos. This represented an average decrease of the eye surface 

area of 30%. As described by Evans and colleagues (Evans et al., 2007), there also was a 

visible difference in pigmentation that was slightly reduced in comparison to control embryos 

(Evans et al., 2007) (Fig 2C). In addition to the small eye phenotype we found a not yet 

described change in comparison to the controls, what was earlier hatching. At 48 hpf, 48% of 

hsf1-MO embryos had already hatched in comparison to 7% of the control embryos (Fig.3).  

The earlier hatching was not due to a higher mobility of the embryos but to a more fragile 

envelope as a simple touch on the chorion resulted in its split.   

As heat shock proteins have been shown to play a role in erythrocyte differentiation in human 

cells (Chen et al., 2011; de Thonel et al., 2010; Frisan et al., 2012; Ribeil et al., 2007) and in 

mice (Chen et al., 2011) we used dyes and transgenic zebrafish to examine the effect of hsf1-

knockdown on hematopoiesis and erythropoiesis. In fact, at 48 hpf, there were less 

erythrocytes in the circulation in Tg (gata1: dsRed) hsf1-MO embryos compared to control 

embryos. This was confirmed by o-dianisidine staining (Fig4A and B).  In addidtion, using 

transgenic embryos Tg (mpx: egfp) embryos we observed less neutrophils at 72 hpf, (Fig. 4C 

and D).   

 

Transcriptome profile analysis 

In order to understand molecular changes in absence of HSF1 we performed a transcriptome 

analysis by RNAseq. Zebrafish embryos present the advantage they allow to perform the 

analysis of the transcriptome of an entire organism. Biological duplicates of both control and 

hsf1-MO injected embryos samples of 48 hpf embryos were subjected to total RNA extraction 

and RNA-seq analysis. High-throughput sequencing generated 81,12-91,33 million (M) pairs 

of raw reads for each sample and more than 98% of the raw reads passed quality filtering (Q > 

30) (Table1). More than 70% of reads align the zebrafish genome.   

Principle component analysis (PCA) revealed that the samples were similar for both 

conditions showing reproducibility of the data (Fig. 5A). The differentially expressed genes 

between the control and hsf1-MO injected samples were displayed in Fig. 5B in red. Genes 
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with Log2 fold change ≥ 0, 5, p-value ≤ 0.1 were considered to be differentially expressed.  

Using a cut-off of Log2 fold change ≥ 0,5, p-value ≤ 0.01 the numbers of up- and down-

regulated genes in hsf1-MO injected embryos were 3515 of 33740 detected genes in total with 

1432 up regulated and 2083 down regulated genes.  Genes regulated by HSF1 are listed in 

supplementary file.  

To validate the expression profiles from RNA-seq analysis, relative mRNA levels for 12 

genes were measured by qPCR. The data from qPCR and RNA-seq exhibited good agreement 

on both up- and down-regulated genes. The correlation between RNA-seq and qPCR data was 

analyzed by Spearman’s rho test and a highly statistical significance [r (12) = 0.82, p = 0.001] 

was observed. 

 

Cluster analysis of control and hsf1-morphant embryos 

The expression level of genes regulated by HSF1 is visualized by the heat map, displaying the 

down-regulated genes in blue, moderate expressed in green and high expression in yellow 

(Fig. 6, cu-ff of Log2 fold change ≥ 0,5, p-value ≤ 0.01). Hierarchical clustering of the 3515 

genes expressed differently between wild type and hsf1-MO embryos revealed groups of co-

regulated genes with shared gene ontologies (GO) sms. Thus, down-regulated group genes are 

implicated in cytoskeleton arrangement, muscle development, neurogenesis and mitosis, 

whereas overexpressed genes are involved in oxidative stress. 

 

Functional classes of genes up or down regulated in morphant embryos 

In order to evaluate which types of functions would be most prominent in the HSF1 regulated 

gene sets, we performed enrichment analysis of specific Gene Ontology (GO) categories 

within the ontologies of ‘‘biological process’’, ‘‘molecular function’’ and ‘‘cellular 

component’’ with Cytoscape. The up-regulated and the down-regulated gene sets were 

compared with all genes categorized in the zebrafish databank. Although this analysis is 

limited by the currently still incomplete annotation of zebrafish genes, it allowed us to 

identify statistically enriched functions in our HSF1 dependent  gene sets and to obtain a clear 

and also global picture of HSF1 implication in these multiple processes. The human orthology 

is always questionable and actually does not provide much different data. The hierarchical 

organization of the three gene ontology fields is shown in Fig. 7 for up-regulated genes and in 

Fig. 8 for down-regulated genes. Up-regulated genes are mostly related to « cellular 
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processes », « cellular metabolic processes » and « transport » including « RNA transport », 

« RNA processing ». They also comprise genetic networks involved in energy production and 

cellular homeostasis like mitochondrial transport (FDR < 1.10-3), glycolysis (FDR < 1.10-4), 

ribosome biogenesis (FDR < 1.10-3), oxygen transport (FDR < 1.10-2), nucleotide and amino 

acid biosynthesis (FDR < 1.10-4), all indicative of an overall increase in cellular metabolism 

activities. More specific processes are also found like the regulation of the circadian clock and 

erythrocyte maturation. GO categories of down-regulated genes are more heterogeneous and 

can be attributed to diverse « developmental processes » (all significant FDR < 1.10-2) such 

as skeletal and cardiac tissue development, neurogenesis, cell cycle, eye morphogenesis and 

pronephros development . In line with the observation of severely deformed embryos injected 

with 500 M hsf1-MO (results not shown), the most down regulated gens by RNAseq were 

found in cytoskeleton organization and myofibril assembly. 

 

HSF1 is known as regulator of heat shock gene expression. Even, if there was no GO category 

found in this study concerning response to stress, most hsp genes are down-regulated with 

some exceptions, such as hspb1/hsp27 (see Table 2).  In contrast, for the other small heat-

shock proteins, a-crystallin/hspb4 (cryaa), αB-crystallin/hspb5 (cryaba and cryabb) we could 

not find any differential expression. Hsp27 and hsp70 mRNA expression correlates with 

protein analysis of hsf1-morphants which was done by Westernblot, where a down-regulation 

of Hsp70 protein content was observed and an increase of Hsp27.  

 

Genes or GO pathways involved in zebrafish hsf1 morphant phenotypes 

Eye development genes 

One of the most visible phenotypes,  reported by Evans (Evans et al., 2007) and confirmed 

this study is the small size of eyes. In fact, GO analysis reveals in the “biological process” 

field several categories concerning the eye such as « eye development » or « eye 

morphogenesis » or « camera eye development ». The most important genes involved eye 

development are pax6, eya2, six and dach, genes which are conserved from Drosophila to 

vertebrates  (Relaix and Buckingham, 1999). The inactivation of Pax6.2 (Pax6l) using 

morpholinos in zebrafish embryos resulted in small eye phenotype, supporting a role in retinal 

development (Ravi et al., 2013).  Interestingly, in our hsf1-morphants, expression of pax6b, 

pax6l, eya2, dachb and six7 gens are all down-regulated, suggesting that HSF1 could be 

necessary for the maintenance or the induction of the expression of these genes (Table 3). 
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However, a part of this phenotype could also be due to the fact that hsf4 expression is also 

down-regulated as revealed by the RNAseq analysis (Log2: -1,7, p-value 0,002). HSF4 is 

known to play a role in lens development in mice.  

  

Hatching enzyme genes 

Another phenotype we observed was advanced hatching of the hsf1-MO embryos.  The 

expression of genes encoding the zebrafish hatching enzymes He1b and surprisingly also He2 

which seems to be rarely expressed in zebrafish embryos were both up regulated  (Sano et al., 

2008) (Table 3). This enzyme digests the egg envelope proteins at the time of hatching (Sano 

et al., 2008). 

 

Genes linked to anemia and neutropenia 

Among the most down-regulated genes in hsf1-MO embryos are spectrin beta, erythrocytic 

(sptb) and erythrocyte membrane protein band 4.1b (epb41b) and hcls1 (Table 3). Sptb and 

epb41b are important for red blood cell morphogenesis and their drastic down regulation 

could explain the anemia in the hsf1 morphants. Sptb appears in several GO categories such 

as « system development”, “anatomical structure development”, or “cell differentiation”. 

Spectrins are key cytoskeleton proteins with roles in membrane integrity, cell morphology, 

organelle transport and cell polarity of varied cell types during development  (Dubreuil and 

Grushko, 1998).  Sptb has been identified as the mutated gene of the zebrafish Riesling (ris) 

mutant which suffers from profound anemia. The developing red cells of ris mutants fail to 

assume terminally differentiated erythroid morphology (Liao et al., 2000).   

The second down regulated gene, epb41b is also involved in erythrocyte shape. The zebrafish 

erythrocyte protein 4.1 mutants merlot and chablis exhibit severe hemolytic anemia 

(Shafizadeh et al., 2002). Both genes, sptb and the erythrocyte protein 4.1 , have been shown 

to be involved in human elliptocytosis (Gallagher, 2004).  

Another phenotype which we only revealed by using the transgenic embryos Tg (mpx: egfp) 

was moderate neutropenia. The best candidate gene that could explain this phenotype and that 

is highly down regulated (30 fold) is the hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1 (Hcls1) 

(Table 3). Hcls1 is normally highly expressed in human myeloid cells and in the majority of 

tested patients with acute myeloid leukemia HCLS1 protein expression is elevated but in 

contrast, HCLS1-deficient mice are neutropenic (Skokowa et al., 2012). 
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Genes or GO pathways involved in murine hsf1 knockout phenotypes 

The hsf1 knockout (KO) mouse has first been described in 1998 (McMillan et al., 1998). 

Since this time several characteristics of the hsf1 KO mice have been reported. We compared 

differential gene expression from RNAseq data to knockout phenotypes described in the 

mouse and we could link several GO profiles or genes to them.  

 

Oxidative stress response  

Two articles report an altered redox homeostasis in hsf1 KO mice (Bierkamp et al., 2010; Yan 

et al., 2002). Interestingly, several genes involved in the response to oxidative stress are also 

up-regulated (Table 3), like thioredoxin and thioredoxin reductase. Thioredoxin acts as 

antioxidant and the activity of thioredoxin is regulated by thioredoxin reductase.  Both play a 

role in protection against oxidative stress. Another up regulated gene is glutathione peroxidase 

4 (gpx4). This enzyme has a high preference for lipid hydroperoxides and its role is also to 

protect against oxidative damage. Superoxide dismutase 1 (SOD1) is an enzyme that 

alternately catalyze the dismutation (or partitioning) of the toxic superoxide (O2−) radical into 

either ordinary molecular oxygen (O2) or hydrogen peroxide (H2O2). This enzyme is also an 

important oxidant. Furthermore, peroxiredoxins (prdx1-5) appear up-regulated. These genes 

encode antioxidant enzymes which reduce hydrogen peroxide.  The up-regulation of all these 

genes can be considered as a indirect indicator of oxidative stress. The enrichment of the GO 

category of the cellular component field « cell homeostasis «  or “cell redox homeostasis” 

(Fig. 7) lends further support for oxidative stress and activated antioxidant mechanisms. The 

oxidative stress may be explained by the reduced heat shock proteins and mitochondrial 

dysfunction (Bierkamp et al., 2010) but also to elevated glycolysis according to our GO 

profile. The genes described above seem not be directly regulated by HSF1. For example  

thioredoxin has been shown to be induced by activation of HSF2 and not HSF1 (Leppa et al., 

1997). 

 

Ciliary beating 

Postnatal hsf1 KO mice suffer from chronic sinusitis and mild hydrocephalus which are 

associated with impaired mucociliary clearance and cerebrospinal flow. Further analysis 

revealed reduced amplitude of ciliary beating in various organs such as nasal cavity, trachea 

or oviduct (Takaki et al., 2007). The authors concluded that HSP90 is required for ciliar 

function and showed that HSP90 promotes tubulin polymerization. Our data show that the 
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reasons of impaired ciliary movement go beyond the direct action of HSP90.  We found 

enrichment in the GO field « cellular process » for « cilium movement », «epithelial cilium 

movement » and « cilium movement involved in the determination of left/right asymmetry ». 

The genes in this field that are down-regulated are the centrosomal protein 131 and 70 and the 

centrosomal proteins Retinitis pigmentosa GTPase regulator (RPGR) and OFD1. All these 

genes are involved in the normal formation and function of cilia. These proteins play 

additional roles: Cep70 is also known to interact with -tubulin to localize to the centrosome 

and is required for the organization and orientation of the mitotic spindle. CEP131 is present 

in sperm flagella and loss of CEP131 results in male infertility (Hall et al., 2013) .  

 

Brain abnormalities, decreased myelin and abnormal behavior 

Hsf1-KO mice display different brain abnormalities (Hashimoto-Torii et al., 2014). Homma et 

al. discovered that hsf1-KO mice display progressive myelin loss that accompanies severe 

astrogliosis (Homma et al., 2007) (Santos and Saraiva, 2004). In fact, several genes involved 

in the generation of myelin in the central nervous system (CNS) are strongly down-regulated 

in hsf1-MO zebrafish embryos. One of them is the transcription factor Myelin Regulatory 

Factor (myrf). Myrf is required during development and also in adults (Bujalka et al., 2013) 

for the generation of myelin. The myelin transcription factors myt1a, myt1b and myt1la 

represent an additional group of transcription involved in this process. It has been described 

that Myelin transcription factor 1 (Myt1) is a zinc-finger DNA binding protein that influences 

developing oligodendrocyte progenitor cell proliferation, differentiation, and myelin gene 

transcription in vitro (Vana et al., 2007) and plays a role in remyelination in multiple sclerosis 

(Vana et al., 2007). Furthermore, disruption of myt1l gene is associated with schizophrenia 

(Lee et al., 2012) and autism (Meyer et al., 2012). The dystrophin gene Dp71 (dmd) 

expression is also low in hsf1-MO larvae (Log2 fold: -1,3, p value: 0,004) and confirms data 

recently published by Tan et al., 2014 (Tan et al., 2014). Dp71 plays a role in behavior and 

Dp71 KO mice are characterized by reduced novelty-seeking and exploratory behavior with 

impairments in spatial learning and memory (Daoud et al., 2009). We also have mention that 

one of the most down regulated gene, is the microcephaly gene aspm (Log2 fold: -4,9, p-value 

4,29E-26), which plays a role in brain size in development and is discussed for its role in  

adaptive brain evolution (Montgomery and Mundy, 2014) (Montgomery et al., 2011). 
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Circadian cycle 

An interesting phenotype of  Hsf1 KO mice is a altered circadian rhythm. These mice have  a 

longer free running period compared to wild type mice (Reinke et al., 2008) (Asher and 

Schibler, 2011). As expected, we encountered misregulated circadian clock genes in hsf1-MO 

embryos but among the up and not down-regulated genes.  The GO analysis reveals in the 

cellular process field the term ‘‘entrainment of the circadian clock”. Indeed, the most highly 

up-regulated gene of the entire set is period 2 (per2) (induced 5,7 fold). Also other core clock 

genes are up regulated like cryptochrome (cry) cry1a and cry3 or the thyroid embryonic factor 

2 (tefb). Per2, cry1a or cry3 genes have been reported to be light induced in zebrafish larvae 

(Weger et al., 2011), while tef2 peaks at the end of the night under light dark cycles (Weger et 

al., 2011) (Ben-Moshe et al., 2010). 

 

Other down regulated genes  

Immune response, complement activation 

There exists no report on the down-regulation of complement protein expression in hsf1-KO 

mice, but it is worth to mention here because this pathway figures in GO network “biological 

process” with the terms “complement activation” and “activation of plasma proteins involved 

in acute inflammatory response”. Down regulated genes are C5, C3a, C7a and the factors B 

and H.  An interesting gene that does not belong to this pathway, but plays a role in immune 

response is immunodeficiency virus type I enhancer-binding protein 2a (Hivep2a) with 16 

fold lower expression in hsf1-MO embryos. This protein binds to the enhancers of MHC class 

I, interleukin-2 receptor and interferon-beta genes. Hivep2 (or schurri-2) plays a role in T cell 

selection (Takagi et al., 2001) and differentiation (Kimura et al., 2007; Nakayama and 

Kimura, 2010). Interestingly, HIVEP2 deficiency confers behavioral phenotypes related to 

schizophrenia in mice (Takao et al., 2013). 

 

Muscle fibers 

Hsf1-KO mice have been reported to have less muscle weight (Nishizawa et al., 2013) and 

according this rapport soleus muscle was also less well regenerated after injury than wild-type 

mice. However, there was no sign of sarcopenia or atrophy in these mice and we did not find 

drastic changes in hsf1-MO embryos.  It was however very surprising to discover that among 

the highest down regulated genes are many muscle myosin heavy chain genes. All slow 

muscle myosin heavy chain (smyhc) genes are strongly down regulated: smyhc1 is 69 fold 
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down regulated, smyhc2 44 fold and smhyc3 6 fold and also the fast muscle chain fiber genes 

myhc4 (39 fold), myhz2 (42 fold) and myhz1.1, 1.2 and 1.3 (45 fold) (Table 4). The GO term 

cellular process with “actin cytoskeleton organization”, “actomyosin structure organization or 

“myofibril assembly” or “muscle tissue morphogenesis” is clearly over-representated.    

 

Discussion 

In this study we could identify, depending of the cutoff, from 3000 to 5000 genes that are 

misregulated in the absence of HSF1 under normal physiological conditions. The combination 

of the sensitivity of high throughput sequencing and the use of an entire vertebrate organism 

represents a further step beyond previous studies done on cells or organs by microarray 

technology (Ryno et al., 2014; Trinklein et al., 2004) (Logan and Somero, 2010). In the 48 

hpf hsf1-MO embryos, the expression of most heat shock proteins was down regulated under 

these conditions (Table 2). From our results we can also conclude that HSF1 controls genes 

that encode transcription factors, and in fact many transcription factors are down-regulated 

and GO pathway ”regulation of  biological process” with “regulation of transcription” is 

overrepresented (Fig. 8). There should also be an effect on RNA as the fields “gene 

expression” and “RNA processing” are present in up and down-regulated processes (Tables 7 

and 8).  

By relating dysregulated genes or GO networks to phenotypes that we observed in zebrafish 

and which were reported from hsf1-KO mice, we could identify or confirm the roles of HSF1 

in developmental and metabolic processes. The small eye phenotype in zebrafish can be 

related to the GO networks and to specific misregulated gene expression of eye specific 

transcription factors. However, the case was different for anemia. The field ”erythrocyte 

maturation” forms an up regulated network in the “cellular process“ field. All genes specific 

for maturation, including gata1 or GATA1 dependent hemoglobin genes are over-expressed. 

The strongest down-regulated genes concerning specifically erythrocytes were the 

erythrocytic spectrin b and band 4.1 protein genes. A deficiency of these proteins causes a 

weakness of the erythrocyte membrane. Both are known to be responsible for elliptocytosis 

with increased red cell destruction anemia in zebrafish and humans. However, in the 

morphants we could not detect a decrease of macrophages as reported for hsf1-KO mice by 

Jego et al. (Jego et al., 2014). In contrast, we detected less neutrophils in the embryos what 

could correlate to the low hcls1 expression. It is possible that this difference is due to 
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differences in the regulation of myelopoeisis between mice and zebrafish. It is also possible 

that the effect on macrophages could appear at later stages. 

Concerning the redox–stress found in hsf1-KO mice, we only found indirect signs in the 

embryos, the up-regulation of anti-oxidant genes. One of these genes, thioredoxin is known 

not to be regulated by HSF1 but by HSF2. In contrast, expression of Nrf2 (nfe2l2a and 

nfe2l1b) itself, the master transcription factor of the anti-oxidant response is down regulated 

(Log2: -1,5, p-value: 2,7E-6 and log2: -1,25, p-value: 0,00006) and seems unexpectedly 

regulated by HSF1. 

Ciliary beating, a defect described in hsf1 KO mice is a highly represented down-regulated 

GO network in hsf1-morphants and there is again a very good correlation between RNAseq 

data and the hsf1-KO mouse phenotype. The centrosomal proteins involved in this process 

play also a role in mitosis. In addition, Cep 131 and is important for genome stability (Staples 

et al., 2012). 

 

Hsf1-KO mice suffer from neurodegeneration and loss of myelin. These negative effects have 

been attributed to low HSP contents in the central nervous system. HSF1 activating drugs, 

such as Riluzole have a proven neuroprotective effect (Liu et al., 2011) and also suppressed 

experimental autoimmune encephalomyelitis (Gilgun-Sherki et al., 2003). The effect of this 

drug has been attributed to inhibition of glutamate release and also enhanced expressions of 

HSP70 and HSP90. Our results suggest that HSF1 could have an effect beyond the simple 

chaperon induction, as the expression several transcription factors directly involved in 

oligodendrocyte differentiation and myelinisation, myrf and myt1 are significantly down 

regulated in hsf1-morphants. It is possible that Riluzole could also have a positive effect in 

neurodegenerative diseases like Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and multiple sclerosis 

(Killestein et al., 2005) by inducing myelin regeneration.  

Several genes that we detected to be regulated by HSF1, like mytl or hivep2 are involved in 

schizophrenia. This correlates with the finding that schizophrenia patients show higher 

variability in the levels of HSF1 activation induced by environmental challenges compared to 

controls (Hashimoto-Torii et al., 2014). Another report on HSF1-/- mice revealed aberrant 

affective behavior with low anxiety and sociability but elevated depression-like and 

aggressive behavior and less resistance to unusual stressful events (Uchida et al., 2011). 
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There exists link between HSF1 and circadian rhythm, which is reflected in the GO analysis, 

and increasing literature can be found on HSF1, heat and circadian rhythm. Not only, hsf1-

KO mice have a longer running period (Reinke et al., 2008), heat shock has been shown to 

enhance internal circadian synchronization via HSF1 (Buhr et al., 2010). We found in hsf1-

MO an up-regulation of the circadian genes per2, cry1a and cry3 in comparison to control-

MO embryos while no differential expression was observed for period3. Per2 expression is 

normally very low at 48 hpf and cyclic regulation appears later (Delaunay et al., 2003), so we 

suppose that there could be a shift in per2 gene expression due to the absence of HSF1. It 

remains to verify if expression of per2 or other light inducible genes will be lower in the hsf1-

MO embryos than in the controls at later stages and after light induction. In fact, light 

induction has been reported to up regulate per3, cry1a and also hsp90a.2, hsp70l or hsp9 gene 

expression in zebrafish larvae (Weger et al., 2011) (Li et al., 2013). It seems that body 

temperature rhythms induced by light, movement, heat or cold shock are likely to contribute 

to the synchronization of peripheral oscillators in the intact animal via the modulation of 

HSF1 activity (Asher and Schibler, 2011) (Kornmann et al., 2007).  

 

Among the many genes that are differently regulated, an interesting finding is the down-

regulation of proteins of the complement pathway. This could explain one effect of fever on 

the innate immune system. According the RNAseq data fever should enhance bacterial lysis 

via the complement system. Noteworthy is also a highly down regulated gene involved in 

immune response, hivep2. HIVEP2 plays a role in T cell differentiation and seems to be 

involved in allergy but also schizophrenia.  It is striking too see that schizophrenia patients 

have an increased risk of immune disorders (Stringer et al., 2014). 

 

The most drastic misregulated genes in our study encode genes for myosin heavy chains, in 

particular for slow and fast muscles. In fact, Hsf1-KO mice have a significant lower body 

weight and muscle mass, but the values of the KO mice do not correspond to our RNAseq 

data. We did not observe a drastic change in muscles in the zebrafish morphants. One 

explanation could be post-transcriptional modifications of myosin genes in the hsf1-

morphants. In this line, we can also mention the reports on heat shock increasing or recover 

muscle mass (Kojima et al., 2007) (Uehara et al., 2004). 
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In conclusion, our study shows, that HSF1 is a transcription factor that activates many other 

transcription factors, probably in a cascade. Many pathways are linked development and also 

to adaptation to external conditions. We can also state, that many functions of HSF1 proteins 

cannot be explained only by the chaperon function of the induced heat shock proteins. Finally, 

the RNAseq data seem to confirm that HSF1 activity is linked to the circadian clock and this 

should allow the regularly expression of heat shock proteins even under normal physiological 

conditions. 
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Tables  

Table 1: RNASeq quality check 
 

Lane        Name              Index        Bases (M)            Reads              %PF          %Raw cluster         % >Q30 

1  MO-HSF1       CGATGT        4,019            81,128,694          97.13                  23.30                      98.47 

1             MO-HSF1       TGACCA        4,204            85,114,710          96.84                  24.45                      98.22 

1            MO-CTRL      ACAGTG        4,228            85,714,066          96.72                  24.62                      99.46 

1            MO-CTRL      GCCAAT        4,497            91,331,352          96.54                  26.23                      99.30 
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Table 2: Misregulated  hsp genes in hsf1-MO embryos  
 

Genes symbol                             Gene name                                              log2  fold change          p-value 

 

Down-regulated genes 

hspa4a              heat shock protein 4a                                                                         -1,50                    0,000581 

hspa4b  heat shock protein 4b                            -2,98                    1,11E-14 

hspa4l   heat shock hsp 70 lke hsp110 family             -2,87                    2,43E-11 

hsp70-4  hsp70 like cognate duplicate              -1,73                    0,035150  

hsp90aa1.1          heat shock protein 90, alpha (cytosolic)                       -1,74                    8,03E-05 

hsp90ab1             heat shock protein 90, alpha (cytosolic), class B member 1               -1,55                    0,000385 

hsp90b1               heat shock protein 90, beta (grp94), member 1                                   -2,81                    2,07E-07  

 

Up-regulated genes 

hspb1                heat shock protein, alpha-crystallin-related, 1; hsp27                       +1,83                  0,000020  

hspe1  heat shock 10 protein 1 (chaperonin 10)             +1,55           1,24E-06 

hspd1  heat shock 60kD protein 1 (chaperonin)             +1,40           9,47E-06 
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Table 3: Misregulated genes in hsf1-MO embryos linked to phenotypes 
 

Genes symbol                             Gene name                                              log2  fold change          p-value 

 

Zebrafish hsf1-morphant phenotypes 

 

Small eye phenotype 

pax6b  paired box gene 6b                 -1,98            1,23E-05 

pax6l  paired box gene 6l                 -1,67                  0,000389 

eya2  eyes absent homolog 2                    -1,37                  3,14E-05 

dachb  dachshund                      -1,77                  8,11E-05 

six7  sine oculis                   -1,44           0,005621 

 

Hatching  

he1b   hatching enzyme 1b                                             +1,88                5,47E-11 

he2   hatching enzyme 2                  +3,08             0,00018 

 

Anemia 

sptb                 spectrin, beta, erythrocytic                                                          -3,91                1,06E-35 

epb41b                 erythrocyte membrane protein band 4.1b                                              -4,66                1,28E-16 

  

Neutropenia 

hcls1   hematopoietic cell-specific Lyn substrate 1                                             -4,88               1,56E-21 

 

 

Mouse  hsf1-KO  phenotypes 

 

Oxidative stress response 

txn  thioredoxin                        +1,19                 0,00159 

txnrd1   thioredoxin reductase 1                      +1,06                 0,00051 

gpx4a  glutathione peroxidase 4a                      +1,49               0,00018 

gpx4b   glutathione peroxidase 4b                      +0,98               0,00147 

sod1  superoxide dismutase 1                        +1,09               0,00040 

prdx1   peroxiredoxin-1                       +1,59            2,82E-06 

 

Cilia and ciliary beating  
ofd1   oral-facial-digital syndrome 1                    -2,88                2,86E-08 

rpgrb   retinitis pigmentosa GTPase regulator b                         -1,79               0,004100 

azi1   centrosomal protein 131  cep131                    -3,54                  1,50E-08 

cep70   centrosomal protein 70                       -1,49                0,001420 

 

Myelin loss 

myrf  myelin regulatory factor                       - 1,70               1,74E-05  

myt1a   myelin transcription factor 1a                      -3,23                5,72E-12 

myt1b          myelin transcription factor 1b                      -1,67                8,18E-05 

myt1la  myelin transcription factor like 1a                      -2,53                5,23E-11

                          

Circadian cycle 

per2  period circadian protein homolog 2                      +2,52                0,00012 

cry3  cryptochrome 3                        +1,27                0,00038 

cry-dash  cryptochrome DASH                       +2,16              0,00117 

cry1a  cryptochrome1a                        +2,16               0,03622 

tefb  thyreotropic embryonic  factor                      +1,34               0,00167
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Table 4: Other misregulated genes in hsf1-MO embryos 
 

Genes symbol                             Gene name                                              log2  fold change          p-value 

 

Immune response, complement pathway 

c7a               complement component 7a              -0,98         0,004030   

c5  complement component 5                                       -2,55          1,76E-07 

c3a      complement component 3a              -3,64         3,20E-11 

cfh   complement factor H                  -1,91         5,02E-05 

b  complement factor B              -1,82         0,016210 

hivep2a                immunodeficiency virus type I enhancer-binding protein            -4,06         3,34E-20 

 

 

Muscle fiber genes 

smyhc1  slow myosin heavy chain 1             -6,17        3,47E-55 

smyhc2   slow myosin heavy chain 2             -5,46        1,35E-03 

smyhc3   slow myosin heavy chain 3             -2,64        0,001172 

myhc4  myosin heavy chain 4              -5,30        1,40E-50 

myhz2  myosin, heavy polypeptide 2, fast muscle            -5,39        1,45E-50 

myhz1.1  myosin, heavy polypeptide 1.1, skeletal muscle           -5,57        3,60E-35 

myhz1.2  myosin, heavy polypeptide 1.2, skeletal muscle           -5,54        9,93E-33 

myhz1.3  myosin, heavy polypeptide 1.3, skeletal muscle           -5,49        2,58E-47 
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Figure legends  

Figure 1: The Effect of hsf1 knockdown on protein expression 

Western blot analysis of proteins of hsf1-MO and control-MO zebrafish embryos. Embryos 

were allowed to develop to 48 hpf at 28°C with and without subsequent heat shock at 37°C 

for 90 min before protein extraction. Equivalent protein loading was confirmed by Coomassie 

blue staining of embryo extracts following SDS-PAGE. 

Figure 2: Small eye phenotype and reduced pigmentation in hsf1-morphants 

Normal (a) and small (b) eye phenotype of 52 hpf control-morphants and hsf1-morphants. 

The hsf1-MO treated embryos show less pigmentation (b). (c) Graph bars illustrating average 

change in surface of the eye area of hsf1-MO injected embryos in comparison to control-MO 

injected embryos. Average eye surface decreased from 243.10
3
µm² in control-MO (n=25) to 

159.10
3 

µm² in hsf1-MO injected embryos (n=25). Reduction in eye surface differed 

significantly from control embryos determined by statistical analyses (unpaired t test; * p< 

0.0001). Standard errors of means are shown for each data set. 28% of control embryos 

displayed slight reduction in pigmentation (47/166) compared to 78% of hsf1-MO embryos 

(133/171).  

Figure 3: Effect of hsf1 knockdown on hatching 

Graph bars demonstrate an increase in the average percentage of hatched embryos at 48 hpf in 

hsf1-MO injected embryos. The average was calculated from five independents experiments 

with a total number of embryos of 481 for ctrl-MO and 424 for hsf1-MO. The difference in 

percentage of hatching is significant between the two conditions (unpaired t test; * p< 0.001). 

Standard errors of means are shown in for each data set. 

Figure 4: Anemia and neutropenia in hsf1-MO embryos 

(a, b) whole-mount o-dianisidine staining of control-MO and hsf1-MO embryos at 48 hpf, 

showing a decrease of blood cells in hsf1-MO embryos. This phenotype was observed in 

100% of embryos injected with hsf1-MO (n=38) compared to control-MO (n=36). (c, d) Tg 

(mpx:GFP) embryos were injected with control-MO and hsf1-MO. At 72 hpf we noticed a 

decrease in neutrophils in 100% of hsf1-MO embryos (n=36) compared to controls (n=24). 
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Figure 5: Analysis of RNA-seq data. 

(a) Principle component analysis of gene expression in the control (ctl) and hsf1 mor-

phants. (b) Correlation of gene expression between the control and hsf1 morpholino treated 

group. The up- and down-regulated genes were shown in red. Cut-off: |Log2 fold change|: ≥ 

0,5,  p-value ≤ 0.01 

 

Figure 6: Hierarchical clustering of the differential expression of hsf1-MO and control-

MO 

Cluster analysis of the RNASeq experiments. Up-regulated transcripts are shown in yellow-

orange down-regulated genes in blue with the color intensity indicating log2 fold change 

values. Four major clusters could be identified within the down-regulated gene group and two 

in the up-regulated group (Cutoff: |Log2 fold change|: ≥ 0, 5, p-value ≤ 0.01; done on 3515 

misregulated genes). 

Figure 7: Gene Ontology hierarchy and enrichment statistics for the biological process 

ontology of up-regulated genes in hsf1 morphants.  

GO terms within the biological process ontology that are significantly enriched (adjusted 

p<0.05) in the  hsf1 knockdown gene set are indicated in color, with the color shade 

corresponding to the enrichment p-value. 

Figure 8: Gene Ontology hierarchy and enrichment statistics for the biological process 

ontology of down-regulated genes in hsf1 morphants.  

GO terms within the biological process ontology that are significantly enriched (adjusted 

p<0.05) in the hsf1 knockdown gene set are indicated in color, with the color shade 

corresponding to the enrichment p-value. 
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V. Discussion 
 

Tous ces résultats, indiquent le rôle joué par les protéines de la réponse au stress thermique 

dans l’érythropoïèse chez le poisson zèbre. Avec l’inactivation de hsf1 et le phénotype 

anémique associé, on s’attendait à un effet direct sur l’expression de GATA1, un très 

important facteur de transcription érythroïde. L’absence d’anticorps qui fonctionne contre 

GATA1 chez le poisson zèbre, ne nous a pas permis d’apprécier l’expression protéique de 

GATA1 chez les morphants hsf1, par contre l’analyse de l’expression génique par qPCR nous 

a révélé une augmentation de son expression. Une analyse bio-informatique afin de trouver 

des sites HSE où HSF1 se fixerait afin d’induire l’expression de gata1 n’a rien révélé, nous 

indiquant un lien indirect de HSF1 sur l’expression de gata1. De plus, cette augmentation ne 

s ‘accorde pas avec le phénotype anémique. 

Le défaut de différenciation des érythroblastes observé chez les morphants hsf1, nous a 

amenés à explorer la voie de HSP70, dont le rôle dans la différenciation des érythroblastes a 

été démontré in vitro (Ribeil et al., 2007). Nous avons constaté une anémie chez les 

morphants hsp70, et avons démontré pour la première fois le rôle de HSP70 dans 

l’érythropoïèse in vivo.  

Le lien entre HSP70 et érythropoïèse est aussi démontré grâce aux résultats que nous avons  

obtenus avec l’inactivation de HIKESHI, une protéine responsable du transport de HSP70 du 

cytoplasme vers le noyau afin de protéger GATA1 du clivage par la caspase-3.  Ces résultats 

restent encore préliminaires, puisque nous n’avons pas pu confirmer l’inactivation de Hikeshi 

par western blot, vu l’indisponibilité d’un anticorps anti-HIKESHI qui fonctionne chez le 

poisson zèbre.  Néanmoins le rôle de HSP70 dans l’érythropoïèse est lié à la dégradation de 

GATA1 qui ne serait plus protégé en absence de HSP70. Pourtant l’inactivation de hsf1 qui se 
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traduirait par une baisse de l’expression de HSP70 et par conséquent, une dégradation de 

GATA1, n’est pas le résultat obtenu, puisque  grâce à l’analyse transcriptomique, nous 

constatons une surexpression des gènes GATA1-dépendants. Nous en concluons que GATA1 

est bien fonctionnelle, et que le rôle de HSF1 dans l’érythropoïèse ne pourrait être HSP70 

indépendant.   

L’anémie observée peut être expliquée par une forte baisse de l’expression des gènes sptb 

et epb41, responsables de la structure cytosquelettique des érythrocytes, et dont les 

mutants poissons zèbres sont utilisés comme modèles d’étude de l’Elliptocytose humaine. Le 

phénotype observé serait alors indépendant d’une fonction de protection de Gata1 par  

HSP70. Par contre, nous ne pouvons pas exclure une fonction de hsp70 dans ce processus, 

car nous voyons un phénotype similaire avec des morpholinos hsp70. 

HSF1, étant le facteur de transcription induisant l’expression de HSP70, son inactivation qui 

se traduit par une baisse de l’expression de hsp70, réduit aussi celle d’autres hsps telles que 

hsp90 et hspa4a (faisant partie de la famille hsp110 (Crawford et al., 2011)), ainsi qu’une 

augmentation de hsp27 (Tucker et al., 2011), qui ont permis de valider les résultats de 

l’analyse transcriptomique faite sur des morphants hsf1.  

Grâce à cette étude transcriptomique, nous avons aussi pu identifier des gènes, non connus  

pour être régulés directement par HSF1, mais impliqués dans l’érythropoïèse. Ainsi, nous 

avons constaté une baisse d’expression de gènes comme pbx1a, pbx1b et meis1, dont 

l’inactivation par morpholino chez le poisson zèbre se traduit par une anémie (Cvejic et al., 

2011).  Nous avons aussi noté une surexpression des gènes de globines (comme par exemple 

hbbe3 et hbbe1), ce qui indique une fonctionnalité de GATA1. Ces mêmes gènes sont 

réprimés aussi en conditions physiologiques normales par les gènes sox6 et bcl11ab. Mais 
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puisque ces deux gènes sont négativement régulés chez les morphants hsf1, la surexpression 

des gènes de globines serait attendue.  

Nous démontrons aussi le rôle joué par HSF1 dans le développement embryonnaire chez le 

poisson zèbre, puisque son inactivation s’est traduite par des embryons présentant de petits 

yeux et un défaut dans la pigmentation, mais aussi une neutropénie. En plus de ces 

phénotypes observés et étudiés, nous avons révélé aussi une dérégulation de certains gènes 

dont les phénotypes ont été décrits chez des souris knock-out pour le gène Hsf1. Par 

exemple, les souris KO pour le gène Hsf1 se caractérisent par un défaut dans la fonction des 

battements ciliaires. Ceci pourrait être corrélé avec une baisse de l’expression du gène 

Hsp90, décrit comme nécessaire pour cette fonction (Takaki et al., 2007). L’analyse gene 

ontology a permis d’identifier des gènes dont la fonction moléculaire est attribuée au 

fonctionnement des battements ciliaires tels que  Centrosomal protein 131 , RPGR et OFD1.   
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VI. Conclusions et perspectives : 
 

 

Au cours de ces travaux, nous avons mis en évidence le rôle de HSF1 dans des processus 

autres que les réponses aux stress thermique. Nous confirmons son implication dans le 

développement chez le poisson zèbre, par exemple au niveau des yeux, de la pigmentation 

et de l’hématopoïèse, et nous soulignons aussi son rôle dans le contrôle de l’éclosion des 

embryons. Nous avons également détecté des dérégulations de gènes qui correspondent à 

des phénotypes observés chez les souris Hsf1 knockout. 

Les résultats apportés par l’étude transcriptomique peuvent servir de point de départ pour 

identifier de nouveaux rôles de HSF1 chez le poisson zèbre, mais aussi chez d’autres 

modèles.   

Concernant la fonction de HSF1 et HSP70 dans l’érythropoïèse dans ce modèle, elle reste 

encore à explorer. Néanmoins, nous apportons par des études préliminaires des indications 

in vivo du rôle joué par HSP70 dans ce processus, et ouvrons une porte pour l’étude de 

HIKESHI et son rôle dans le transport de HSP70, et la différenciation des érythroblastes.   

Dans le but de mieux comprendre le rôle joué par HSP70 dans ce processus de 

différenciation, il serait inévitable d’isoler les globules rouges de morphants poisson zèbre 

hsf1-MO et hsp70-MO, afin de localiser HSP70 durant les étapes de différenciation. Il serait 

aussi important d’isoler les globules rouges des morphants hikeshi-MO, afin de déterminer 

s’ils présentent un problème de différenciation, et localiser HSP70, qui en absence de la 

protéine HIKESHI, bloquerait son transport vers le noyau, se traduisant par des 

érythroblastes non différenciés. Il serait aussi intéressant de savoir si les érythroblastes des 

morphants HSP70 et Hikeshi présentent une mort cellulaire de type apoptotique qui 
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impliquerait la caspase-3.  Ceci  confirmerait le rôle de HSP70 dans la protection de GATA1 

du clivage par la caspase-3 dans un modèle in vivo. Mais avant, une confirmation du rôle de 

Hikeshi dans un modèle in vitro de cellules K562 en différenciation (cellules 

érythroleucemiques humaines) serait nécessaire  afin de valider son rôle dans le transport 

de HSP70 durant la différenciation érythroblastique.  

La localisation nucléaire de HSP70 durant la différenciation terminale érythroïde est 

essentielle dans un processus physiologique, ou un processus pathologique comme dans le 

cas des β-thalassémie (Arlet et al., 2014). Ainsi l’identification d’un rôle de Hikeshi dans ce 

mécanisme cellulaire pourrait en faire une nouvelle molécule cible dans les études portant 

sur les pathologies des globules rouges. 

Concernant le rôle de HSF1 dans l’érythropoïèse, la forte baisse dans l’expression des gènes 

codant pour des protéines cytosqueléttique des érythrocytes (spectrine et epb41) chez les 

morphants hsf1, ainsi qu’une augmentation dans l’expression de GATA1 indiquerait un rôle 

de hsf1 qui serait indépendant de la dégradation de GATA1. Par conséquent, le phénotype 

anémique observé pourrait être lié à la fragilité cytomembranaire des érythrocytes. Une 

recherche de sites HSE et d’une interaction de HSF1 avec les promoteurs des gènes cibles 

permettrait d’apporter la preuve du contrôle par HSF1 de ces deux gènes, mais aussi 

d’autres gènes dont le rôle dans l’érythropoïèse est  déjà connu comme celui de meis1, dont 

l’inactivation chez le poisson zèbre s’est traduite par une forte anémie. Avec cette étude 

transcriptomique et le phénotype observé, nous confirmons le rôle de HSF1 dans 

l’érythropoïèse dans un modèle in vivo, et dont le mécanisme reste encore à expliquer.  
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Résumé : 

L’utilisation de modèles animaux a permis la découverte de mécanismes importants du dé-

veloppement en général, et du développement tumoral en particulier afin d’établir et 

mettre  au point de nouveaux traitements.  Le poisson zèbre (Danio rerio), est de plus en 

plus utilisé dans le cadre de ces recherches du fait de ses nombreux avantages comme par 

exemple la transparence de ses larves ou une forte homologie avec l’homme. Plusieurs ap-

proches ont été développées chez ce poisson comme l’invalidation transitoire d’un gène afin 

d’identifier le rôle d’une protéine dans le développement, ou alors la transplantation de cel-

lules tumorales de mammifères et étudier les réponses aux traitements anti-tumoraux. 

C’est dans l’un de ces deux contextes que nous avons étudié le rôle du monoxyde d’azote 

dans le développement tumoral. Pour cela nous avons utilisé une sonde fluorescente et 

avons pu détecter in vivo une production de monoxyde d’azote associée aux cellules tumo-

rales xénogreffées, dont l’utilisation d’un capteur du NO, le cPTIO s’est traduit par une perte 

de cellules tumorales et une baisse de l’expression d’un facteur angiogénique le VEGF, dé-

montrant une utilisation potentielle dans du cPTIO comme molécule anti-tumorale. 

L’autre volet d’étude a été l’identification du rôle de HSF1 dans le développement et la diffé-

renciation des globules rouges chez le poisson zèbre comme modèle expérimental, dans des 

conditions de non stress thermique. Pour cela, nous avons inactivé transitoirement le gène 

hsf1 grâce aux morpholinos, et avons constaté des défauts dans le développement, mais 

aussi une altération de la différenciation des érythrocytes.   

Mots clés : 

Poisson zèbre, développement, Monoxyde d’azote, cPTIO, VEGF, Cancer, HSF1, Transcrip-

tome, HSP70. 

 

 

 


