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Etude de la microglie dans un modéle d’intoxication a un
organophosphoré induisant des crises d’épilepsie

Résumé

Les organophosphorés (OPs) sont des composés organiques qui inhibent
I’acétylcholinesterase (AChE). Cette enzyme est essentielle pour mettre fin a la transmission
synaptique au niveau des jonctions neuro-musculaires, et entre les neurones cérébraux au
niveau des synapses cholinergiques. L’inhibition de I’AChE par les OPs peut causer une
multitude de symptdmes périphériques et centraux, qui peuvent notamment se traduire par des
paralysies, des atteintes pulmonaires, des convulsions ou des crises d’épilepsie. Si ces crises ne
sont pas rapidement traitées, elles peuvent s’aggraver et aboutir a un état de mal épileptique,
plus difficile a traiter. De plus, la dégradation du complexe AChE-OP rend la réactivation de
I’enzyme impossible. Ainsi, de par leur utilisation largement généralisée en tant que pesticides
mais aussi comme armes chimiques lors d’attaques terroristes par exemple, et des difficultés a
traiter les conséquences d’une intoxication, les OPs représentent un réel danger de santé
publique. Il apparait donc essentiel de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer
le traitement des intoxications chroniques et aigués aux OPs.

Les cellules microgliales, macrophages résidents du cerveau, ont longtemps été
considérées comme de simples macrophages. Cependant, les études de ces derniéres décennies
ont permis de mettre en lumiére leurs fonctions bien plus diverses et essentielles que ce qu’il
¢tait initialement pensé. Ainsi, il apparait aujourd’hui que la microglie est indispensable au
développement et a la maturation du cerveau, et remplit des fonctions variées tout au long de la
vie d’un individu. Des études suggerent d’ailleurs que ces cellules auraient un réle dans le
déclenchement et ’aggravation de crises d’épilepsie.

Le but de ma thése était d’étudier les cellules microgliales dans un contexte d’intoxication
a un OP, afin de mieux comprendre les mécanismes microgliaux mis en jeu suite a cette
intoxication et ainsi de trouver de nouvelles voies thérapeutiques. Dans un premier temps, ce
travail de thése a permis de mettre au point un modéele d’intoxication a un OP, le
diisopropylfluorophosphate (DFP), utilisant le poisson zebre. Ce modele reproduit les
caractéristiques principales d une intoxication aux OPs, déja observées dans différents modéles
de rongeurs, comme par exemple la paralysie ou ’apparition de crises épileptiformes. Dans un
second temps, j’ai caractérisé le comportement de la microglie dans ce modg¢le. J*ai pu observer
et quantifier les changements morphologiques et dynamiques de ces cellules. Ces modifications
indiquent leur activation, qui fut confirmée par la quantification d’une forte augmentation de
I’expression de cytokines pro-inflammatoires dans le cerveau des larves intoxiquées au DFP.

L’ensemble de ce travail contribue a une meilleure compréhension des conséquences
neurologiques d’une intoxication a un OP, et ouvre des perspectives de découverte de nouveaux
traitements, qui pourraient pallier le manque actuel.

Mots clés : organophosphorés, diisopropylfluorophosphate, intoxication, microglie, poisson
zebre, neuroinflammation, imagerie calcique, imagerie in vivo, crise d’épilepsie
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Study of microglia in a model of organophosphorus
poisoning inducing seizure activity

Abstract

Organophospharous compounds (OPs) are organic compounds that inhibit
acetylcholinesterase (AChE). This enzyme is essential to terminate neuronal transmission at
neuromuscular junctions or at cholinergic synapses. Inhibition of AChE by OPs can cause many
peripheral and central symptoms, which can manifest as paralysis, pulmonary damage,
convulsions or seizures. If the seizures are not rapidly treated, they can worsen in status
epilepticus, which is more difficult to treat. Moreover, aging of the AChE-OP adduct makes it
impossible for the enzyme to be reactivated. Thus, because OPs are widely used as pesticides
but also as chemical warfare agents, and because intoxication consequences are very hard to
treat, OPs represent a real threat to public health. It thus appears essential to find new
therapeutic targets to improve treatment of chronic and acute OP poisoning.

Microglial cells, resident macrophages of the brain, have long been considered as just
macrophages. However, research of the past decades have shed to light their many other
functions, more diverse and essential than it was initially thought. It appears now that microglia
is vital to brain development and maturation, and fulfills multiple roles throughout one’s life.
Incidentally, some studies suggest that these cells have a role in triggering and worsening
seizures.

The goal of my PhD was to study microglia following OP poisoning, in order to better
understand the microglial mechanisms at play when exposed to OPs, and to find new
therapeutic approaches. First, |1 helped develop a zebrafish model of OP poisoning, using
diisopropylfluorophosphate (DFP). This model reproduces main characteristics of OP
poisoning, already observed in existing rodent models, such as paralysis or development of
seizures. Then, | characterized the behavior of microglial cells in this model. | observed and
quantified morphological and dynamic changes underlying their activation, which was
confirmed by the quantification of a massive increase of pro-inflammatory cytokine expression
in the brain of poisoned larvae.

Overall, this work contributes to a better understanding of OP poisoning neurological
consequences, and opens perspectives on finding new innovative treatments that could alleviate
the current need.

Keywords: organophosphorous, diisopropylfluorophosphate, poisoning, microglia, zebrafish,
neuroinflammation, calcium imaging, in vivo imaging, seizure
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Avant-propos

Les organophosphorés (OP) sont des composes organiques utilisés notamment dans les
pesticides, mais aussi en tant qu’armes chimiques. Ainsi, ils représentent un danger pour la
population militaire, mais aussi pour la population civile en cas d’attaque terroriste par exemple,
ou dans le cas d’utilisation de pesticides, avec des expositions répétées, méme a faibles doses.
En effet, I’intoxication aux OP peut engendrer de nombreux symptomes comme une paralysie,
une détresse respiratoire ou des crises d’épilepsie, qui peuvent conduire jusqu’a la mort. Les
traitements actuels contre 1’intoxication aigué sont efficaces s’ils sont administrés rapidement,
mais il n’est pas toujours possible de le faire. C’est pourquoi la recherche s’intéresse a de
nouvelles voies thérapeutiques qui seraient efficaces méme si les traitements sont administrés
plus tardivement. Parmi elles, la microglie, les macrophages résidents du cerveau, attire
I’attention des chercheurs. Cette derniére aurait en effet un role dans le déclenchement et

I’aggravation des crises d’épilepsie.

Pour étudier la microglie dans le contexte d’une intoxication a un OP, ici le
diisopropylfluorophosphate (DFP), j’ai utilisé le modéle du poisson zébre. L’introduction de ce

mémoire se concentre donc autour de 4 axes principaux :
Les organophosphorés
L’épilepsie et les crises d’épilepsie

La microglie

M w0 N

Le poisson zebre
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Chapitre 1 : Introduction

I. Lesorganophosphorés

1.1. Généralités chimiques et historiques

Les organophosphorés (OP) sont une classe de molécules organiques contenant au moins
un atome de phosphore. L’atome de phosphore peut étre trivalent ou pentavalent, ¢’est-a-dire
qu’il peut étre capable de former 3 ou 5 liaisons covalentes avec d’autres atomes. Parmi les
principales catégories d’organophosphorés, on trouve les esters de phosphate, ayant un
phosphore pentavalent et une structure générale P(=0)(OR)sz ou P(=S)(OR)3, ou encore les
phosphonates, de formule générale RP(=0)(OR’)2, ot R et R’ peuvent étre des groupes alkyles
ou aryles, un halogéne comme le fluor (F), un groupement cyanure (CN) ou encore un groupe

S-alkyle (Figure 1). Ces catégories d’OP possedent des propriétés neurotoxiques.

R4, Ra : alkyle
‘O(S) R3: F, CN, S-alkyle
RO P Rs
OR>

Figure 1 : structure générale des OP

Les organophosphorés font leur toute premiére apparition des la fin des années 1830
(Petroianu 2009). IIs émergent réellement dans les années 1930, lorsqu’ils sont synthétisés par
un chimiste, Gerhard Schrader, travaillant alors pour le compte d’une entreprise allemande
fabriquant des insecticides. Ce dernier et son équipe synthétisent alors des centaines d’OP et
attirent 1’attention du gouvernement allemand, a I’époque sous I’influence des Nazis, qui lui
demande de développer des composés de forte toxicité et haute volatilité afin de les utiliser
comme gaz de combat. Au total, prés de 2 000 OP ont été synthétisés dont le parathion, qui a
largement été utilisé comme insecticide, mais aussi le diisopropylfluorophosphate (DFP),
aujourd’hui largement utilisé comme un modéle OP (Sogorb, Estevez, and Vilanova 2015), le
sarin, le tabun ou encore le soman, des OP connus pour avoir été utilises plus tard comme agents
de guerre (Soltaninejad and Shadnia 2014). Ces trois derniers composés font partie de la série
G, pour German : GA pour le tabun, GB pour le sarin, GD pour le soman (Figure 2). En
parallele, des scientifiques britanniques travaillaient également sur la synthese des OP et ont

développé la série V, bien plus puissante que la série G. Parmi les composes de cette série, on
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retrouve notamment le VX, 10 fois plus toxique que le sarin (concentration létale de

10 mg-min/m? lorsqu’aérosolisé, contre 100 mg-min/m? pour le sarin).

O o)
(0]
. [ >\ I
150 , P"um
O N‘ \\\N /P\ ,,,O — \ O
Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD)

D 0., 0

N\/\S/P """" 1 \r /P\\ \(

Y F o
VX DFP

Figure 2 : structure de différents organophosphorés

1.2. Toxicologie

Les OP sont des composés tres lipophiles. Cette propriété leur permet de franchir
aisément les différentes barrieres biologiques : ils pénétrent dans la circulation sanguine par la
peau, les yeux, ou par les voies aériennes. Une fois dans la circulation sanguine, ils peuvent
facilement passer la barriére hémato-encéphalique (BHE) car ils sont a la fois trés lipophiles et
de faible poids moléculaire (inférieur a 300 g/mol) (Buffat et al., 1989). Ces propriétés rendent
donc les OP trés dangereux. En effet, la dose nécessaire pour tuer 50% d’une population
exposée (LDso) a un OP est de I’ordre du gramme, voire méme du milligramme pour le soman
et le VX, dont les constantes d’inhibition de I’acétylcholinesterase humaine, une enzyme

affectée par les OP, sont 3 a 5 fois plus importantes que celle du sarin (Tableau 1).

Propriétés Tabun (GA)  Sarin (GB) Soman (GD) VX DFP
Poids moléculaire
162,1 140,1 182.2 267.4 184,1
(g/mol)
Vapeur : LCts, 400 100 50 10 na.

mg * min/m?

Liquide : LDs,

(absorption par la peau pour 130 g 1,7 g 350 mg 10 mg n.a.
un homme de 70 kg)
ki (@) @ (@ @ )
ey 182 398 1930 1150 13

Tableau 1 : résumé de différentes propriétés physicochimiques du tabun, du sarin, du soman, du
VX et du DFP
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L Ctso, exposition a de la vapeur ou un aérosol causant la mort de 50% de la population exposée ;
LDso, dose nécessaire pour causer la mort de 50% de la population exposée par contact cutané ;
ki, constante de vitesse d’inhibition. Plus le ki est grand, plus le potentiel inhibiteur de 1’OP est
important. n.a., valeur manquante
Sources :
> poids moléculaires : Sigma Aldrich
> LCtsoet LDso : Newmark (2009)
> ki : (a) Worek, Thiermann and Wille (2020)

(b) Moyer et al. (2018)

1.3. Utilisations

La découverte et I’émergence des OP dans les années 1930 est liée a une volonté de mettre
sous contr6le les insectes vecteurs de maladies pour les plantes agricoles destinées a la
consommation, mais aussi les infestations d’insectes dans les batiments publics et domestiques
(Minton and Murray 1988). Ce n’est qu’un peu plus tard, dans les années 1980, qu’ils sont

utilisés de facon certaine a des fins militaires (Delfino, Ribeiro, and Figueroa-Villar 2009).

1.3.1. Les pesticides

Dans les années 1970, les pesticides de 1’époque, majoritairement des organochlorés, se
voient interdits de commercialisation en raison de leur persistance dans I’environnement et de
leurs effets néfastes sur la santé humaine (Karasali and Maragou 2016). C’est a cette période
que les organophosphorés deviennent particulierement populaires en tant que pesticides. Leur
trés grande efficacité leur permet de s’imposer sur ce marché. Ainsi, en 2000 aux Etats-Unis,
ils représentaient 71% des pesticides utilisés. Cependant, comme pour les organochlorés, leur
toxicité envers les humains et d’autres espéces non ciblées a amené les autorités sanitaires a
mettre en place des restrictions réglementaires, abaissant a 33% la quantité d’OP pesticides
(OPP) utilisés en 2012 aux Etats-Unis (Atwood and Paisley-Jones 2017). Cette utilisation
massive des OPP est un probleme environnemental de plus en plus reconnu, comme le montrent
de nombreuses études sur les effets délétéres sur la santé des enfants et des adultes, et ce, méme
sur des populations dont 1’exposition n’est pas reliée a leur profession (Bouchard et al. 2010;
Reiss et al. 2015; Rohlman, Anger, and Lein 2011).

En plus des conséquences accidentelles de 1’ utilisation d’OPP, ces derniers sont impliqués
dans de nombreux cas d’empoisonnement volontaires. Cette méthode de tentative de suicide
est une des plus communes dans les pays en développement, et plus particulierement dans les
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pays a forte proportion rurale engagée dans I’agriculture. De 2010 a 2014, entre 110 000 et
168 000 morts étaient a déplorer chaque année, portant le pourcentage de suicides mondiaux
par intoxication aux pesticides, dont les OPP, entre 14% et 20% (Mew et al. 2017).
L’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) a quant a elle estimé que le nombre de tentatives

de suicide était 20 fois plus important (World Health Organization 2016).

1.3.2. Les agents de guerre
Les premiers OP neurotoxiques (NOP) ont été synthétisés des les années 1930 par les
Nazis mais n’ont pas été utilisés lors de la seconde guerre mondiale. La raison est toujours
débattue, mais la plus probable est que les forces allemandes craignaient que les Etats-Unis et
le Royaume-Uni possédent également des armes chimiques et qu’ils s’en servent a leur tour en
riposte. Les premiéres utilisations confirmées de NOP remonteraient aux années 1980, avec
I’utilisation du tabun lors de la guerre Iran-Irak (Delfino et al. 2009).

Malgré les efforts des Nations Unies pour interdire ’utilisation des armes chimiques lors
de conflits, concrétisés par une convention sur I’interdiction des armes chimiques (CIAC, ou
CWC en anglais), de nombreux incidents impliquant des NOP ont été reportés ces dernieres
annees. Ainsi, le sarin a été utilisé dans une attaque terroriste en 1994 a Matsumoto, au Japon,
et quelques mois plus tard dans le métro de Tokyo en 1995, mais également en Syrie en 2013
et en 2017 (Herbert et al. 2019; John et al. 2018). En 2017, Kim Jong-nam, le demi-frére du
dirigeant supréme de la Corée du Nord, fut assassiné par intoxication au VX. Plus récemment
encore, en 2018, on peut noter I’utilisation des agents Novichok, une série de NOP développée
par I’'URSS, lors de I’empoisonnement de Sergei Skripal, un ancien agent de renseignement
militaire russe puis espion britannique, et en 2020 lors de I’empoisonnement de 1’activiste anti-
corruption Alexei Navalny (Harding 2020). Tous ces événements prouvent que malgré
I’interdiction d’utilisation des armes chimiques, la menace reste bel et bien d’actualité et elle

concerne aussi bien les militaires que la population civile.

1.4. Mécanisme d’action

Les OP sont connus pour leurs propriétés neurotoxiques. Ce sont des inhibiteurs des
cholinesterases, et en particulier de I’acétylcholinesterase (AChE), une enzyme impliquée dans

I’hydrolyse de 1’acétylcholine (ACh) en acétate et choline.
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L’ACh est un neurotransmetteur qui est synthétisé au niveau du cytoplasme des
terminaisons axonales. On la retrouve donc au niveau des synapses, mais aussi des jonctions
neuromusculaires. Une fois sécrétée par le neurone pré-synaptique, I’ACh se fixe sur des
récepteurs cholinergiques qu’on peut diviser en 2 catégories : les récepteurs nicotiniques
(nAChR), qu’on retrouve surtout dans le systéme nerveux parasympathique, et les récepteurs
muscariniques (MAChR), surtout localisés au niveau du systéme nerveux central (SNC) et
notamment les jonctions neuromusculaires des muscles lisses (Peters and Dykewicz 2020;
Saternos et al. 2017). Une fois que I’ACh a transmis le signal nerveux a la cellule post-
synaptique (autre neurone ou cellule musculaire), 1’acétylcholinesterase (AChE) vient
I’hydrolyser trés rapidement afin de mettre fin a la transmission (Purves et al. 2001) (Figure
3). C’est d’ailleurs une des enzymes les plus efficaces dans la nature, avec une vitesse de
réaction supérieure & 10 000 molécules dégradées par seconde, le taux de diffusion de I’ACh

vers le site catalytique étant le facteur limitant de la réaction (Quinn 1987).

Axon
terminal

Mitochondrion

Lacétylcholine  (ACh) est
fabriquée a partir de choline et
d’acetyl-CoA

Dans la fente synaptique, I’ACh
est rapidement hydrolysée par
I’acétylcholinesterase (AChE)

La choline est transportée dans
I'axone terminal et recyclée
Cholinergic pour re-fabriquer de I'ACh

receptor

Synaptic
vesicle

Choline

. Postsynaptic
Acetylcholinesterase (AChE) cell

©

Figure 3 : schéma de transmission du signal nerveux via l’acétylcholine
(Source inconnue)

Le site actif de I’AChE est constitué d’une triade catalytique située a I’intérieur d’une
gorge de 2 nm de profondeur et est formée par les acides aminés Glu334, His447 et Ser203
(séquence humaine). On retrouve au fond de cette gorge un site anionique, proche des résidus
Trp86 et Trp337, qui permet de stabiliser la charge positive de I’ACh sur le groupe choline, et
un site « esterasique », composé des acides aminés Gly121, Gly122 et Ala204, qui permet de
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stabiliser le groupe acétyle (Bennion et al. 2015). L’ACh est ensuite hydrolysée par la sérine
active (Ser203) (Figure 4).

N J
Y Y

Choline Acétyle

Normal

Ha

Figure 4 : représentation 3D de [’acétylcholinesterase et schéma de son fonctionnement

(A) Représentation 3D de I’acétylcholinesterase (AChE) montrant I’entrée de la gorge
enzymatique. Tirée de Bennion et al, 2015. (B) Structure de 1’acétylcholine (ACh), avec les
groupes acetyle et choline représentés. (C) Schéma de la réaction enzymatique entre I’ AChE et
I’ACh et (D) entre ’AChE et un inhibiteur irréversible, ici le diisopropylfluorophosphate
(DFP).

Les OP inhibent I’AChE en établissant une liaison covalente entre 1’atome de phosphore
de I’OP et la sérine active de I’AChE, rendant ainsi le site actif de I’enzyme inaccessible au
substrat physiologique, ’acétylcholine. L’inhibition de I’ AChE, responsable de la toxicité aigué
des OP, entraine ainsi une accumulation d’acétylcholine au niveau des fentes synaptiques et des
jonctions neuromusculaires. Cela a pour conséquences de stimuler excessivement les récepteurs
muscariniques et de suractiver puis de désensibiliser les récepteurs nicotiniques. Ces récepteurs
étant localisés dans la plupart des organes du corps, leur suractivation ou leur désensibilisation
génere un syndrome cholinergique, qui se traduit par une multitude de
symptomes périphériques et centraux comme par exemple des nausées, des vomissements, ou
encore des hypersécrétions bronchique, salivaire, nasale et lacrymale, mais aussi des

convulsions, un coma, une détresse respiratoire et des crises d’épilepsie (Lotti 2010; Saissy and
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Rittimann 1999). Si I’intoxication aigué a un OP n’est pas rapidement traitée, il s’ensuit
généralement une mort par asphyxie, due notamment a la paralysie des muscles respiratoires.
11 apparait donc primordial que I’intoxication aigué soit traitée au plus vite, d’autant plus que
I’OP, 1ié de fagon covalente a I’ AChE, peut subir un processus dit de « vieillissement », rendant
I’adduit AChE-OP réfractaire aux traitements actuels de réactivation. Ce vieillissement est en
fait une désalkylation, c’est-a-dire la perte d’un second groupe partant (le premier ayant permis
la formation de I’adduit AChE-OP), produisant ainsi un oxyanion (molécule anionique ou la
charge négative est portée par un atome d’oxygene) stabilisé par la charge positive située sur
I’histidine catalytique His447 (Zhuang et al. 2016).

Bien que I’ AChE soit la cible principale des OP (OP cholinergiques), ces derniers peuvent
aussi inhiber la neuropathy target esterase (NTE), aussi appelée estérase neurotoxique, auquel
cas ils sont qualifiés d’OP neuropathiques. La quantification de I’inhibition de la NTE
lymphocytaire permettrait de prédire la survenue d’une neuropathie tardive, encore appelée
neuropathie post-intervallaire (Costa 2018; Lotti et al. 1986; Minton and Murray 1988; Thabet
et al. 2009). Une autre cible des OP est la butyrylcholinesterase (BChE), aussi appelée
pseudocholinesterase. La BChE est une enzyme dont les fonctions physiologiques sont mal
connues (Lotti 2010). Le corps humain contient 10 fois plus de BChE que d’AChE (environ
680 nanomoles de BChE contre 62 nanomoles d’AChE) (Manoharan et al. 2007), mais son
inhibition ne semble pas avoir de conséquences cliniques (Eddleston et al. 2008). Cette enzyme
était donc d’un intérét moindre, jusqu’a ce que les scientifiques lui suggerent un intérét potentiel
et que le Département de Défense des Etats-Unis alloue plusieurs millions de dollars pour la
production massive de BChE humaine pure, dans un but de protection contre les agents
neurotoxiques (Masson and Lockridge 2010). En effet, des études montrent qu’un pré-
traitement a la BChE humaine permet de protéger des cochons d’inde contre 5 fois la LDso du
soman ou du VX (Saxena et al. 2006). L’utilisation de la BChE comme bioscavenger, ou
bioépurateur, pour retirer les OP de la circulation sanguine est donc une nouvelle possibilité de

traitement (Naughton and Terry 2018).

1.5. Traitements actuels

Les traitements actuels contre 1’intoxication aux OP n’ont pas ou peu évolué dans les 40

derniéres années. lls sont généralement composés (1) d’atropine pour calmer les symptomes
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muscariniques, (2) d’oximes pour réactiver ’AChE et (3) de benzodiazépines comme

anti-convulsivants.

15.1. L’atropine

L’atropine est un antagoniste compétitif de I’ACh pour les récepteurs muscariniques
(mAChRs). Les 2 ligands ont de tres grandes affinités pour ces récepteurs, avec des constantes
de dissociation (Kp) de 20 nM pour I’ACh et de 1 nM pour I’atropine. Cela signifie que
I’atropine est 20 fois affine que I’ACh pour ces récepteurs. L’atropine étant un inhibiteur des
mAChRs, elle permet de calmer les symptomes muscariniques induit par I’exposition aux OP
et permet ainsi de soulager des symptdmes séveres tels que la détresse respiratoire. Les seules
limitations de ce traitement sont qu’il ne fonctionne pas sur les récepteurs nicotiniques et qu’il

n’est que symptomatique (Uchida et al. 1978; Worek et al. 2020).

1.5.2. Les oximes

Les oximes sont utilisées en tant que réactivateurs de I’AChE. Elles agissent en
dé-phosphorylant la sérine active du site catalytique de I’ AChE par attaque nucléophile, ce qui
a pour effet de défaire la liaison AChE-OP et de restaurer I’activité de ’enzyme. Cependant, le
vieillissement de 1’adduit AChE-OP rend cette réactivation enzymatique impossible (Figure
5). En effet, I’oxyanion résultant du vieillissement de 1’adduit AChE-OP est non seulement
stabilisé par I’His447, mais sa charge négative provoque également une répulsion
¢lectrostatique de 1’oxime, empéchant ainsi I’attaque nucléophile (Worek et al. 2020). Le temps
nécessaire au vieillissement de 1’adduit AChE-OP dépend de la nature de 1’OP, il est donc
essentiel de pouvoir identifier I’OP responsable de 1’intoxication pour la traiter au mieux. Ainsi,
pour 1’adduit formé avec le soman, le temps de demi-vieillissement (ti2) est de I’ordre de
quelques minutes, tandis que celui du sarin est d’environ 5 h, et celui du tabun et du VX est
supérieur a 40 h (Balali-Mood, Balali-Mood, and Balali-Mood 2016). Une possibilité
thérapeutique pour remeédier a cette résistance aux oximes suite au vieillissement de 1’adduit
AChE-OP serait de réalkyler 1’adduit AChE-OP « vieilli », ce qui permettrait a nouveau
d’utiliser une oxime pour la réactivation de I’AChE. Cependant, de tels composés n’ont pas

encore été déecouverts (Zhuang et al. 2016).
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Figure 5 : inhibition, réactivation, réalkylation ou vieillissement de I’AChE aprés exposition
aunOP

Le « L » dans la structure de I’OP inhibiteur représente le groupe partant lors de 1’inhibition
(« leaving » group). Lorsque I’AChE inhibée par I’OP a « vieilli », la réactivation par 1’oxime
n’est plus possible. Une stratégie serait de réalkyler I’AChE vieillie pour retourner a une
structure réactivable par les oximes. Deux mécanismes sont possibles pour la désalkylation :
1) une hydrolyse, ou 2) une désalkylation spontanée. Traduit et adapté de Zhuang et al. (2016)

Actuellement, les oximes les plus courantes sont des dérivés de pyridinium (mono ou bis)
comme la pralidoxime (aussi connu sous le nom de 2-PAM), I’obidoxime, le HI-6, ou encore
le HLO-7. L’utilisation d’une oxime plutdt qu’une autre dépend de 1’OP responsable de
I’intoxication (Tableau 2). Leur efficacité de réactivation de I’ AChE est déterminée par la force
nucléophile du groupe oxime attaché au groupement pyridinium et de son affinité avec 1’adduit
AChE-OP. Cependant, malgré le grand nombre d’oximes développées, il n’existe pas encore, a
ce jour, d’oxime « universelle ». Elles ont toutes un spectre d’efficacité limité : d’une part, les
oximes H (Hi-6 et HLO-7) semblent plus efficaces contre les agents NOP, notamment le sarin
et le VX ; d’autre part, la pralidoxime et 1’obidoxime semblent assez efficaces pour traiter les
empoisonnements par OPP (Kassa 2002; Masson and Nachon 2017). On notera cependant que

le HLO-7 présente le spectre d’efficacité le plus intéressant (Balali-Mood et al. 2012). Enfin, un
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probleme majeur des oximes est que ce sont des molécules polaires. En effet, cette polarité se
traduit par un caractere hydrophile de ces molécules, ce qui a pour consequence que leur
passage au niveau de la BHE est trés limité, voire inexistant (Malfatti et al. 2017), empéchant
ainsi la réactivation de I’AChE du SNC (Kalasz et al. 2015).

Oximes Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) VX
Pralidoxime + +/- - +
Obidoxime +/- + +/- +

HI-6 + + + +/- o
HLO-7 ++ + + + +/-

Tableau 2 : efficacité relative des différentes oximes contre le tabun, le sarin, le soman et le
VX

- : moins efficace ; +/- : partiellement efficace ; + : modérément efficace ; + + : plus efficace
Adapté de Balali-Mood and Saber 2012

1.5.3. Les benzodiazépines
Les benzodiazépines sont une classe de composés organiques qui agissent en tant que

dépresseurs du SNC. Les plus utilisées sont le diazépam, le lorazépam et le midazolam.

Lors d’une intoxication & un OP, les benzodiazépines sont utilisées pour prévenir ou
arréter les convulsions ou les crises épileptiques. Elles interviennent au niveau des récepteurs a
I’acide y-aminobutyrique (GABA) et plus précisément au niveau des récepteurs ionotropes
GABA de type A (GABAAR), le GABA étant le neurotransmetteur inhibiteur principal du SNC.
Les benzodiazépines sont des modulateurs allostériques des récepteurs au GABA : elles se
fixent sur un site proche du site de fixation du GABA, ce qui a pour conséquence d’augmenter
la fréquence d’ouverte du canal chlorure. Les ions chlorures s’engouffrent alors dans la cellule,
ce qui provoque une hyperpolarisation qui rend la cellule moins sensible a la dépolarisation
cholinergique. Cela résulte en une neurotransmission inhibitrice plus prononcée, et par
conséquent, en une action anti-convulsivante (Bajracharya, Prasad, and Ghimire 2016; Balali-
Mood and Saber 2012).

De nombreuses études animales ont montré que les benzodiazépines réduisent la
morbidité et la mortalité induite par I’intoxication aux OP (Lotti 2010). Chez I’'Homme, on ne

retrouve aucune étude clinique puisqu’il serait aujourd’hui jugé non-éthique d’effectuer un
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essai randomisé contr6lé. Malgré cela, les benzodiazépines sont considerées comme le
traitement standard pour traiter les crises d’épilepsic et les agitations provoquées par les
intoxications aux OP. Le diazépam est d’ailleurs recommandé par I’OMS (World Health
Organization 2008).

1.6. Le diisopropylfluorophosphate (DFP)

Dans cette etude, nous avons utilisé le diisopropylfluorophosphate (DFP) pour modéliser
I’intoxication a un OP. Le DFP est un OP analogue a ceux issus de la série G, notamment le
sarin (Lietal. 2017). Pour cette raison, mais aussi parce qu’il est moins toxique et moins volatile
que les OP de la série G, et de ce fait, moins dangereux a manipuler, il est largement utilisé
pour des études de toxicologie (Brenet et al. 2020; Sogorb et al. 2015). Les premieres traces
historiques de la synthese du DFP remontent a 1937, avec un brevet déposé par Gerhard

Schrader, mais qui ne sera publié¢ qu’en 1952 (Sogorb et al. 2015).

Dans le domaine de la recherche, le DFP est utilisé pour modéliser 1’intoxication aux OP,
en particulier pour réaliser des études de cinétique, de toxicologie et de pharmacologie dans le
cadre de I’inhibition de I’ AChE par les OP, ou encore pour modéliser le syndrome de la guerre
du Golfe, un syndrome chronique affectant les vétérans de la guerre du Golfe Persique
(1990-1991) (Belgrad et al. 2019; Locker et al. 2017; Ojo et al. 2014). 1l est aussi utilisé en tant
que marqueur radioactif pour I’é¢tude du renouvellement et de la durée de vie de certaines
cellules humaines comme les érythrocytes ou les granulocytes (Raab 1965; Sogorb et al. 2015),
et en traitement du glaucome (Raiford 1949; Stamper, Lieberman, and Drake 2009).

Bien que cela n’ait pas été observé lors de nos expériences, il est a noter qu’il a récemment
été montré dans des expériences utilisant le DFP dans 0,1% de DMSO, que le DFP pouvait se
volatiliser, contaminant ainsi les puits contréles voisins. Cette contamination s’est traduite par
une mort anormale des larves contréles (exposées a 0,1% de DMSO) (Mundy, Mendieta, and
Lein 2021).

Il. L’épilepsie et les crises d’épilepsie

L’épilepsie est une affection neurologique chronique. Longtemps considérée comme un
trouble neurologique, elle est reconnue depuis 2014 comme une maladie par la ligue

internationale contre 1’épilepsie (ILAE, pour International League Against Epilepsy). Elle
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toucherait environ 50 millions de personnes dans le monde d’apreés ’OMS, ce qui en fait une
des maladies neurologiques les plus communes au monde (World Health Organization 2019).
C’est aussi une des plus vieilles pathologies de I’Humanité, avec des ecrits mentionnant des
symptomes trés similaires, remontant a 4 000 ans avant J.-C. (World Health Organization
2019). En France, on compte entre 500 000 et 600 000 patients, avec environ 30 000 nouveaux
cas par an (Bertran 2018). L’¢épilepsie peut toucher n’importe quelle population, a n’importe
quel &ge, mais son incidence posséde une distribution bimodale, avec un risque beaucoup plus
important pour les nourrissons (moins d’un an) et les personnes au-dela de 50-60 ans (Thijs et
al. 2019).

2.1. Définitions

L’épilepsie se caractérise par la répétition spontanée et une prédisposition durable a
générer des phénomenes cliniques transitoires appelés « crises d’épilepsie ». Selon le rapport
officiel de 2014 de I’ILAE, un patient est atteint d’épilepsie s’il remplit I’une des 3 conditions
suivantes : (1) le patient a subi au moins 2 crises d’épilepsie spontanées sur une période de
temps supérieure a 24h ; (2) le patient a subi une crise spontanée et le risque de récurrence est
élevé (> 60% sur une durée de 10 ans, équivalent au risque de récurrence aprés avoir subi 2
crises spontanées) ; ou (3) le patient a été diagnostiqué d’un syndrome d’épilepsie (Fisher et al.
2014). Le terme « spontanée » implique qu’il n’existe pas de facteur temporaire ou réversible
qui abaisserait le seuil de sensibilité et produirait une crise d’épilepsie & un moment donné. Ce
terme est cependant relativement imprécis étant donné qu’on ne peut jamais exclure

completement 1’existence d’un tel facteur.

Ainsi, la définition de 1’épilepsie implique qu’il y ait eu au moins une crise spontanée.
Cependant, la survenue d’une crise spontanée ne signifie pas que le patient est atteint
d’épilepsie. Il convient donc de faire attention a bien distinguer crises d’épilepsie et épilepsie,
et de la méme facon, il faut différencier I’ictogenése (génération d’une crise) de

1I’eépileptogenese (développement d’une épilepsie).

2.2. Les crises d’épilepsie

Les crises d’épilepsie sont dues a une activité¢ neuronale excessive et synchronisée dans
le cerveau qui se traduit par des décharges électriques d’un groupe de neurones, pouvant se
propager a d’autres réseaux neuronaux. Elles peuvent étre le résultat d’un déséquilibre de la
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balance entre les neurotransmetteurs excitateurs (glutamate) et les neurotransmetteurs
inhibiteurs (GABA) (Thijs et al. 2019). Les décharges résultant de ce déséquilibre en faveur
des neurotransmetteurs excitateurs sont non seulement variables en intensité et en fréquence,
mais elles peuvent aussi affecter différentes parties du cerveau. Ainsi, lorsqu’elles sont limitées
a un seul hémisphere du cerveau, elles sont dites « focales », en opposition aux crises
généralisées, qui elles affectent les deux hémisphéres et sont généralement d’origine génétique
(Thijs et al. 2019). En 2017, I'ILAE publie une révision de la classification des types de crises
d’épilepsie (Figure 6) (Fisher et al. 2017). Cette classification tient donc compte de 1’origine
de la crise (focale, généralisée, d’origine inconnue), mais également de 1’état de conscience du
patient pendant la crise, notamment lors des crises focales, les crises généralisées entrainant
systématiquement une perte de conscience. Enfin, elle distingue les crises accompagnées de
symptdmes moteurs des crises accompagneées de symptdmes non-moteurs. Par exemple, la crise
généralisée la plus emblématique est la crise dite « tonico-clonique » (aussi dite « crise
convulsive »), qui se manifeste par une perte de conscience, des raidissements et des
contractions musculaires (Bertran 2018). Une crise généralisée peut également étre atonique
(relachement musculaire), myoclonique (secousses musculaires), ou encor typique ou atypique
(absences). Les crises focales, elles, ont des symptémes tres variables selon la localisation du

foyer épileptique et le degré de propagation de la décharge (Bertran 2018; Fisher et al. 2017).

Classification des crises d'épilepsie selon I'IlLAE 2017

|
[ I |

Crises focales Crises Crises d'origine
généralisées inconnue
Conscient Inconscient Inconscient
Moteur Non-Moteur Moteur Non-moteur Moteur Non-moteur
Atonique Cognitive Atonique Atypique Tonico-clonique Troubles du
N . rt t
Automatismes Emotionnelle Clonique Myoclonique Spasmes comportemen
Clonique Sensorielle Myoclonique Typique épileptiques
Hyperkinétique Troubles du Myoclonique-
Myoclonigue comportement atonique
. Myoclonique-
Tonique tonico-clonique
5 _Spa_smes Tonique
épileptiques
Tonico-clonique
Spasmes
épileptiques

Figure 6 : classification des crises d'épilepsie selon I'lLAE en 2017
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La classification de I'ILAE tient compte (1) du foyer de la crise dans le cerveau, (2) de 1’état
de conscience du patient durant la crise, et (3) des symptdomes cliniques. Figure adaptée par
Alexandre Brenet, de Fisher et al. 2017.

2.3. Facteurs de risque

La physiopathologie de 1’épilepsie est encore mal connue, d’autant plus qu’il s’agit tres
vraisemblablement d’une maladie multifactorielle. En effet, 1’épileptogenése peut étre due a
une large diversité de facteurs, incluant des prédispositions génétiques, mais aussi des troubles
développementaux, ou encore des agressions neurologiques. Des éléments de réponse existent
mais il manque encore beaucoup de pie¢ces pour compléter ce puzzle d’une grande complexité.
De plus, la présence de comorbidités n’est pas rare puisque plus de 50% des personnes atteintes
d’épilepsie souffrent d’un ou plusieurs autres problémes médicaux, aussi bien psychiatriques
(dépression, anxiété, trouble du spectre autistique, etc.) que somatiques (diabéte de type I,

ulcéres gastriques, etc.) (Thijs et al. 2019).

2.3.1. Predispositions génétiques

Les formes génétiques d’épilepsie peuvent étre divisées en 2 catégories : les épilepsies
monogéniques, pour lesquelles une mutation dans un seul géne est responsable du phénotype
épileptique (5-10% des cas d’épilepsie), et les épilepsies génétiques complexes, pour lesquelles
la combinaison des effets de plusieurs mutations semble étre a 1’origine de la maladie. Les
premieres mutations découvertes étaient principalement dans des génes codant des canaux
ioniques. Ces derniers peuvent étre voltage-dépendants comme SCN1A, qui a été impliqué pour
la premiere fois dans 1’épilepsie en 2000 (Claes et al. 2001; Scheffer and Nabbout 2019), ou
ligand-dépendants comme GABRG2 (Baulac et al. 2001), impliqué pour la premiére fois dans
I’épilepsie en 2001. Cependant, d’autres mutations ont été trouvées dans des récepteurs
neuronaux, des facteurs de transcription, ou encore des enzymes. En 2016, pres de 1 000 genes
étaient décrits comme étant associés a de 1’épilepsie, dont 84 qui sont considérés comme des
geénes épileptiques, c¢’est-a-dire des genes qui causent des épilepsies ou des syndromes
épileptiques comme symptome majeur (Wang et al. 2017). Chez le poisson zebre, une dizaine

de modéles d’épilepsie génétiques existent (Gawel et al. 2020).
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2.3.2. Equilibres ioniques et balance synaptique excitation/inhibition

Dans des circonstances physiologiques, les crises d’épilepsie n’apparaissent pas de fagon
spontanée car la physiologie neuronale maintient la stabilit¢ des membranes plasmiques,
empéchant ainsi la propagation de décharges synchronisées, responsable de I’initiation d’une
crise. C’est la rupture de cette stabilité qui peut provoquer une crise. Par exemple, il a été montré
que la dynamique des échanges ioniques, qui est a la base de 1’activité neuronale, était perturbée
dans un contexte ictogéne. Ainsi, I’hyponatrémie, un trouble défini par une concentration
sodique trop faible dans le plasma sanguin, est connue pour causer fréquemment des crises
épileptiques (Nardone, Brigo, and Trinka 2016; Raimondo et al. 2015). Un autre déséquilibre
rompant la stabilité de la physiologie neuronale est le deséquilibre entre les conductances
synaptiques excitatrices (E) et inhibitrices (). En effet, des études pharmacologiques ont montré
que des antagonistes des récepteurs au GABA (neurotransmetteur inhibiteur principal du SNC)
et des agonistes des récepteurs au glutamate (neurotransmetteur excitateur principal du SNC)
pouvaient provoquer des crises d’épilepsie dans des animaux sains (Flynn and Babi 2016).
Ainsi, ce déséquilibre de la balance synaptique E/I a été validé comme étant un mécanisme
génerant des crises (ictogéne). Quant a 1’épilepsie, sa physiopathologie est encore mal comprise
et la majorité des mutations identifiées dans 1’épilepsie impliquent la perte de fonction de génes
qui ne sont pas directement impliqués dans cette balance (Staley 2015; Yuen, Keezer, and
Sander 2018). Il est donc difficile d’extrapoler ce mécanisme a 1’épileptogenése, c’est-a-dire

comme étant un mécanisme qui rend le cerveau sensible a des crises répétées et durables.

2.3.3. Antécédents d’atteintes cérébrales

L’épilepsie est souvent associée a un antécédent d’atteinte du systeme nerveux tel que
I’hypoxie ou un traumatisme cranien. Ces agressions neurologiques sont elles-mémes associées
a de la mort neuronale, a des modifications synaptiques dysfonctionnelles et a la génération
d’un réseau hyperexcitable. Les infections, les accidents vasculaires cérébraux, ou les tumeurs
cérébrales sont d’autres exemples d’événements pouvant induire des crises et de 1’épilepsie.
Ces lésions peuvent par ailleurs induire une sclérose temporale mésiale, aussi appelée sclérose
de I’hippocampe, qui est trés souvent associée a une epilepsie du lobe temporal (Rana and
Musto 2018). Les raisons pour lesquelles ces agressions rendent le cerveau d’un patient plus
susceptible a faire des crises d’épilepsie ne sont pas complétement connues, mais une hypothese

de plus en plus étudiée et soutenue est qu’elles induisent une neuroinflammation, et que cet état
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inflammatoire jouerait un réle dans 1’épileptogenése (Riazi, Galic, and Pittman 2010; Webster
etal. 2017).

2.3.4. L’inflammation
La plupart des facteurs de risque communs aux crises d’épilepsie cités précédemment
sont accompagnés de différents niveaux d’inflammation du SNC qui, par la suite, ont été
associés a la survenue de crises d’épilepsie. Les crises induisent a leur tour une réponse
inflammatoire du cerveau via I’activation des astrocytes et des cellules immunitaires résidentes,
les cellules microgliales, et la production de médiateurs pro-inflammatoires comme les

cytokines.

La relation entre les médiateurs pro-inflammatoires et les crises d’épilepsie a recu une
attention grandissante ces derniéres années. De nombreux résultats cliniques et expérimentaux
suggerent en effet que les infections ou I’inflammation peuvent contribuer a la prédisposition
aux crises épileptiques. Cette hypothese est soutenue par 2 observations : (1) la surexpression
de signaux pro-inflammatoires dans le foyer épileptique durant 1’épileptogenése et (2) le fait
que le ciblage pharmacologique de voies pro-inflammatoires particuliéres montre des effets
anti-épileptiques (Ravizza, Balosso, and Vezzani 2011). 1l a ainsi été montré que des cytokines
pro-inflammatoires telles que I’interleukine-1f (IL-1pB), I’IL-2 ou encore I’IL-6, qui sont
normalement en faibles concentrations dans le cerveau, étaient en quantités plus importantes
apres une crise d’épilepsie. De la méme fagon, les ARN messagers (ARNm) de ces cytokines
ainsi que les ARNm du TNF-a et du facteur de croissance transformant (TGF, pour

Transforming Growth Factor) B1 sont surexprimés suite a une crise (Scorza et al. 2018).

Il a été suggéré que I'IL-1p induit des crises en activant les récepteurs
N-méthyl-D-aspartate (NMDA) dans les cellules post-synaptiques via 1’activation de leur
sous-unité GIuN2B, aussi appelée NR2B (Viviani et al. 2003). Par ailleurs, une autre étude a
montré que la production d’ARNm de GIuN2B augmente 24 heures aprés une crise et que ces
changements dans la composition des sous-unités pouvaient aboutir a une altération de la

plasticité synaptique (Postnikova et al. 2017).

La relation entre I’inflammation et la balance synaptique E/l implique d’autres cellules
non neuronales, dont la microglie (discuté dans la section "3.6. La microglie dans 1’épilepsie")
et les astrocytes. En effet, il a été observé dans des cultures de cellules humaines et de rats que
la réadmission du glutamate dans les astrocytes était inhibée. Les astrocytes sont des cellules
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gliales du SNC dont les roles dans I’homéostasie du cerveau, en termes d’équilibres ioniques et
de régulation synaptique par exemple, sont tres importants. Ce sont des cellules cruciales pour
la survie et le bon fonctionnement des neurones, et en particulier lors d’une activité synaptique
intense. En effet, ils permettent d’éviter que les neurotransmetteurs comme le glutamate ne se
répandent en dehors de la fente synaptique, régulant ainsi les « cross-talk » avec les synapses
voisines et 1’activation de récepteurs glutamatergiques péri- ou extra-synaptiques. Dans un
contexte d’inflammation, les astrocytes sont impactés par les cytokines, qui inhibent la
recapture du glutamate par les astrocytes, ce qui a pour conséquence d’augmenter la
concentration du glutamate dans 1’espace synaptique, condition associée au stade pré-ictal
(Riazi et al. 2010; Webster et al. 2017) (Figure 7).

Par ailleurs, on notera également que I’inflammation contribue a la dégradation de la
BHE, ce qui permet a d’autres cellules ou médiateurs inflammatoires de pénétrer plus
facilement dans le cerveau et d’y causer davantage de dommages (Rana and Musto 2018),
entretenant ainsi un cercle vicieux entre la neuroinflammation et I’excitation neuronale (Figure
7).
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Figure 7 : cycle auto-entretenu de I'inflammation et de I'épilepsie
Créé avec BioRender.com
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I11. La microglie

Il apparait clairement que I’inflammation joue un role trés important dans 1’épilepsie et
les crises d’épilepsie. L’inflammation se fait par la production de cytokines, de chémokines
(aussi appelées chimiokines), d’espéces réactives de I’oxygene (ROS), ou encore de messagers
secondaires. Dans le cas de la neuroinflammation, ces molécules sont produites en grande

majorité par les astrocytes et la microglie.

3.1. Historique

La microglie a été découverte vers la fin du XIXeme siécle, avec les premiéres
descriptions histologiques réalisées par Franz Nissl grace a une technique de coloration mise
au point par lui-méme, la coloration de Nissl, et qui les décrit comme des « cellules batons ».
Plus tard, une nouvelle technique de coloration a I’argent, mise au point par Camillo Golgi et
optimisée par Santiago Ramon y Cajal, la coloration de Golgi, a permis une meilleure
observation de ces nouvelles cellules. Ainsi, Pio del Rio Hortega, un des disciples de Ramoén y
Cajal, observe en 1919 les nombreuses ramifications des cellules microgliales, semblables aux
branches d’un arbre, et leur prédit une fonction phagocytaire (Figure 8). 1l est le premier a les
nommer « microglie » et est considéré comme le « pere de la microglie » (Nayak, Roth, and
McGavern 2014).

Figure 8 : observations de la microglie par del Rio Hortega a ['aide de la coloration de Golgi
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(A) Cellules microgliales ramifiées dessinées par del Rio Hortega et photos de I’évolution d’une
cellule microgliale pendant son activité phagocytaire. (B) la microglie posséde des
prolongements épaisses et ramifiées. (C) Microglie avec des prolongements plus courts et un
corps cellulaire plus gros. (D) Microglie amiboide. Tiré de Kettenmann et al., 2011

Par la suite, il faut attendre les années 1990 pour voir I’intérét pour la microglie réellement

émerger et croitre de facon exponentielle (Figure 9).
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Figure 9 : évolution du nombre d’articles traitant de la microglie au cours des années

Nombre d’articles publiés traitant de la microglie annuellement d’aprés la base de données
PubMed Central (www.pubmed.ncbi.nim.nih.gov), entre 1925 et 2020. Les données obtenues
sont les quantités d’articles publiés répondant au mot clé « microglia ». Entre 1925 et 1985, 5
articles par an étaient publiés en moyenne. Puis, on observe une croissance exponentielle.

3.2. Description

En plus des neurones, le cerveau possede des cellules gliales qui représentent environ
50% de la population cellulaire cérébrale (von Bartheld, Bahney, and Herculano-Houzel 2016).
Ces cellules constituent I’environnement des neurones et assurent un bon nombre de fonctions
comme le maintien de I’homéostasie du cerveau et I’élimination de cellules mortes par exemple.
La glie est composée de 3 types cellulaires principaux : les oligodendrocytes, les astrocytes, et

la microglie.

La microglie est le premier type cellulaire glial a entrer dans le cerveau chez la souris

(Reemst et al. 2016), le colonisant vers le jour embryonnaire E8,5. Chez I’Homme, des cellules
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ressemblant a la microglie et des cellules microgliales ramifiées ont pu étre détectées a 13 et 21
semaines de gestation respectivement (Wolf, Boddeke, and Kettenmann 2017). La microglie
représente entre 10% et 15% de la population cellulaire du SNC (Nayak et al. 2014). Les
nombreuses années de recherche autour de ce type cellulaire ont abouti a I’idée que la microglie
est une population de cellules du systéeme immunitaire inné du SNC. Ce sont des cellules du
SNC avec des fonctions de mémoire qui ressemblent aux macrophages. Elles sont d’ailleurs
considérées comme faisant partie du systeme phagocytaire mononucléé. Ce qui les différencie
des macrophages, cependant, c’est qu’elles ont la capacité de communiquer avec les cellules de
leur environnement, i.e. les autres cellules gliales et les neurones, mais également avec les
vaisseaux sanguins (Var and Byrd-Jacobs 2020). De plus, comme ’avait décrit del Rio Hortega,
les cellules microgliales sont des cellules ayant un petit corps cellulaire et de nombreux
prolongements trés ramifiés a 1’état de «repos » (en réalité, il s’agit plutot d’un état de
« surveillance »), une morphologie qui les distingue des macrophages. Par ailleurs, ce sont des
cellules trés plastiques, ayant la capacité de se transformer rapidement d’une cellule sensorielle
al’état de « repos »/surveillance, a une cellule phagocytaire a 1’état activé (Var and Byrd-Jacobs
2020).

3.3. Quelques facteurs impliqués dans le développement de la microglie

Durant le développement, des cellules myéloides progénitrices vont se différencier en
microglie. Ce programme développemental est contrdlé par diverses molécules comme, entre
autres, des facteurs de transcription, des facteurs de croissance, ou encore des chémokines. Les

éléments ci-dessous en font partie.

3.3.1. CX3CL1 ou fractalkine

La fractalkine est une chémokine produite par les neurones qui peut étre sous forme libre
(soluble) ou membranaire, et qui est soupgonnée d’avoir un rdle important pour promouvoir le
role de la microglie durant le développement. La microglie est d’ailleurs le seul type cellulaire
dans le cerveau a exprimer son récepteur, CX3CR1 (Wolf et al. 2017). Cette voie de
signalisation fractalkine-CX3CR1 est essentielle dans la régulation des interactions entre la
microglie et les neurones (Araki, lkegaya, and Koyama 2020; Kierdorf and Prinz 2013), et

semble aussi impliquée dans la modulation de la neurogenése adulte (Bachstetter et al. 2011).
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De plus, elle permet a la microglie de sécreter des facteurs de croissance, tels que des facteurs
neurotrophiques et des cytokines, qui permettent de favoriser le développement des neurones
chez I’adulte (Araki et al. 2020). Par ailleurs, 1’élagage synaptique serait en partie di a cette
voie de signalisation, comme le suggere une étude dans laquelle des souris CX3CR1-déficientes
avaient des densités dendritiques significativement plus importantes que les controles, ainsi
qu’une quantité moindre de synapses matures 2 a 3 semaines apres leur naissance (Paolicelli et
al. 2011). Enfin, des recherches suggérent que I’interaction fractalkine-CX3CR1 aide
également a maintenir la microglie a I’¢tat de surveillance (Hirbec, Rassendren, and Audinat
2019; Nayak et al. 2014).

3.3.2. Runxl

Runx1 est un facteur de transcription a domaine Runt. La protéine est connue comme
ayant une fonction cruciale lors de I’hématopoiése. En effet, une déficience en Runx1 engendre
une absence de différenciation des cellules souches embryonnaires d’origine hématopoiétique
en progeniteurs érythro-myéloides. De plus, la protéine se fixe sur I’élément amplificateur
(séquence régulatrice, enhancer) de plusieurs genes associés au développement
hématopoiétique pour les moduler. Par exemple, Runx1 se lie a 1’élément amplificateur de PU. 1
(un facteur de transcription essentiel pour la différenciation des cellules microgliales) et module
son expression durant I’hématopoiése embryonnaire et adulte (Huang et al. 2008). Pour certains
génes qui participent au développement spécifique de progéniteurs multipotents, I’interaction
entre Runxl et I’élément régulateur est méme essentielle pour leur expression. Par exemple,
I’expression du gene codant le CSF1R (« colony-stimulating factor receptor »), dont la fonction
est nécessaire pour le développement des cellules myéloides, dépend de I’interaction physique

entre Runx1 et son amplificateur (Zhang et al. 1996).

Runx1 est exprimé par des précurseurs provenant du sac vitellin qui vont ensuite coloniser
le cerveau et se différencier en microglie lors du développement (Ginhoux et al. 2010). A ce
stade, la microglie possede une morphologie amiboide. La diminution progressive de
I’expression de Runx1 coincide avec la transformation morphologique de la microglie qui prend
la forme ramifiée caractéristique de 1’état de repos/surveillance. Dans un cerveau adulte, Runx1
est de nouveau davantage exprimé a la suite d’un traumatisme du cerveau, suggérant ainsi un

role additionnel dans la régulation de 1’activation microgliale (Zusso et al. 2012).
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3.33. PU.1

PU.1 fait partie de la famille des facteurs de transcription ETS (E-twenty six). Cette
famille est exprimée dans divers types cellulaires comme les neutrophiles, les mastocytes, les
macrophages et la microglie. Dans des cultures de cellules microgliales murines, PU.1 a été
détecté en grande quantité que ce soit a I’état de surveillance ou a 1’état activé (Walton et al.
2000). Chez I’humain, I’isolement des cellules microgliales provenant d’autopsies ou de
biopsies a permis de montrer que PU.1 était également exprimé, et qu’une perte de fonction par
siRNA entraine une diminution de la viabilité des cellules microgliales humaines et une
réduction de leur capacité a phagocyter le peptide béta-amyloides-s2, dont I’accumulation peut
provoquer des maladies comme la maladie d’Alzheimer (Smith et al. 2013). L’ importance de
PU.1 a été soulignée par une étude montrant les conséquences de son absence dans des souris
knock-out (KO). Les souris KO PU.1 étaient sévérement immuno-déprimées, avec 1’absence
de macrophages, de neutrophiles, et de lymphocytes B et T matures. En effet, I’absence de PU.1
empéche la maturation des progéeniteurs myeloides en macrophages, ce qui est mis en évidence
par I’absence de marqueurs de différenciation terminale tels que le CSF1R, le CD11b ou le
CD64 (Olson et al. 1995). Sauf sauvetage avec de la moelle osseuse sauvage, les souriceaux
KO PU.1 meurent dans les 48 heures suivant leur naissance (McKercher et al. 1996).

3.3.4. CSF1R

CSF1R (aussi appelé M-CSFR ou CD115) est un récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase. C’est un regulateur essentiel pour la survie, la différenciation, le
développement et la chimiotaxie des cellules phagocytaires mononucléées, ce qui inclut les
cellules microgliales (Hagan et al. 2020). En effet, les souris mutantes CSF1R™ sont
completement dépourvues de microglie (Dai et al. 2002). Par ailleurs, une mutation dans le
cadre de lecture du géne codant le CSF1, le ligand principal de ce récepteur, a montré une
réduction du nombre de macrophages dans les tissus, mais un nombre relativement normal de
cellules microgliales (Felix et al. 1990). La mise en relation de ces deux observations suggére
donc un autre ligand pour le récepteur. C’est ainsi que 1’'IL-34 a été découvert comme étant
aussi un ligand du CSF1R. Il a ensuite été montré qu’un déficit de 1’IL-34 entrainait une

diminution d’environ 20% dans la population microgliale (Wang et al. 2012).
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3.4. Lamicroglie pendant le développement et en conditions physiologiques

Dans les années qui suivent leur découverte, il a longtemps été pensé que les cellules
microgliales n’avaient qu’un r6le de phagocytes. En fait, on pense maintenant qu’elles assurent
une connexion importante entre les activités neurologique et immunitaire du SNC (Nayak et al.
2014). En effet, la microglie possede de nombreuses fonctions (Figure 10). Parmi ces fonctions,
on peut citer sa participation a la détermination du devenir de cellules progénitrices (les
progeniteurs des cellules neurales (NPC) et des oligodendrocytes (OPC) par exemple), a la
régulation des fonctions neuronales, ou encore a la survie neuronale (Wright-Jin and Gutmann
2019). En effet, pendant le développement, la microglie sécréte des facteurs trophiques qui
contribuent a la formation et a la survie des circuits neuronaux. On sait également que durant
cette période, pres de la moitié des neurones immatures meurent, principalement par apoptose.
Ces cellules apoptotiques sont phagocytées par la microglie, qui ne se contente pas seulement
de phagocyter ces débris : elle a aussi un réle actif dans la mort neuronale (Nayak et al. 2014).
En effet, il a été observé dans plusieurs cas que la microglie peut sécréter des facteurs de
croissance et des ROS qui entrainent une mort cellulaire programmeée (Frade and Barde 1998;
Wakselman et al. 2008). La microglie peut ensuite procéder a la phagocytose, et ce, sans
déclencher de réponse inflammatoire. Cette activité phagocytaire a également lieu dans le SNC
adulte, auquel cas elle est initiée par des facteurs sécrétés par les neurones apoptotiques qui
permettent de recruter la microglie, garantissant ainsi le bon fonctionnement des réseaux
neuronaux adultes (Noda et al. 2011). De plus, la microglie est impliquée dans la formation et
I’¢lagage synaptique lors du développement, dans la formation des neurites (axones ou
dendrites), et dans le guidage axonal (Allen and Lyons 2018). Elle facilite également la
myeélinisation/re-myélinisation, effectuée par les oligodendrocytes, ce qui contribue a leur

survie, a leur différenciation et a leur maturation (Traiffort et al. 2020).

En condition physiologique, en plus d’assurer certaines fonctions déja évoquées, leur role
principal est de participer & ’homéostasie du cerveau. Pour cela, la microglie posséde de
nombreux prolongements qui s’allongent et se rétractent en continu, ce qui lui permet de
surveiller son environnement. Dans ce cas-1a, la microglie est dite « ramifiée » : son corps
cellulaire est relativement petit et immobile, et elle possede de nombreux prolongements trés
ramifiés qui permettent de couvrir une surface importante autour d’elle, qu’elle pourra scanner
(Garaschuk and Verkhratsky 2019). On peut distinguer deux morphologies de terminaison pour

ces prolongements : fine ou « pointue », pour une activiteé de surveillance, et « bulbeuse » pour
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une activité phagocytaire (Nimmerjahn, Kirchhoff, and Helmchen 2005). Cet état de
mouvement perpétuel lui permet de réagir rapidement en cas d’anomalie (Nayak et al. 2014;

Sierra, Paolicelli, and Kettenmann 2019).
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Figure 10 : les nombreuses fonctions de la microglie dans le cerveau

La microglie (au centre) est trés importante pour le fonctionnement du cerveau. Ses fonctions
incluent la communication avec les astrocytes et les progéniteurs de cellules neurales (NPC) et
d’oligodendrocytes (OPC), participant ainsi respectivement a leur prolifération et activation, et
a leur croissance et différenciation. Elle participe également a la synaptogenése, la
my¢linisation, 1’¢élagage synaptique, la formation de neurites, la mort neuronale, la phagocytose
et la fasciculation axonale (processus d’adhérence d’un axone en croissance a un autre). Traduit
et adapté de Wright-Jin and Gutmann (2019)

Le comportement dynamique des prolongements de la microglie dépend d’une
signalisation purinergique. En effet, la microglie exprime de nombreux récepteurs
purinergiques, qu’ils soient ionotropiques (appelés P2X) ou métabotropiques (appelés P2Y).
Parmi ces récepteurs, il a été montré que ’activation par I’ATP ou I’ADP de P2Y 12, exprimé

spécifiqguement par la microglie (Sasaki et al. 2003), était nécessaire pour la motilité
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microgliale, I’extension des prolongements microgliaux dans des souris P2rYi2” étant
fortement réduite (Haynes et al. 2006). Par ailleurs, CX3CR1 est également impliqué dans cette
dynamique. En particulier, il semble que la signalisation CX3CR1 ne soit pas absolument
requise pour la mobilit¢ (mouvements cellulaires) et la motilit¢é (mouvements de
prolongements) des cellules microgliales, mais qu’elle joue un réle régulateur de cette
dynamique. En effet, 1’imagerie d’explants de la rétine de souris CX3CR17 montre des
prolongements microgliaux toujours motiles, mais a des vitesses significativement moindres.
De méme, la migration microgliale vers un site de lésion réalisé par un faisceau laser se faisait
également, mais beaucoup plus lentement (Liang et al. 2009). De plus, I’étude de tranches de
cerveau de souris KO P2rY13 a permis de montrer que le récepteur P2Y13 a un réle similaire a
celui de CX3CR1 (Kyrargyri et al. 2020).

En dehors de leur fonction de surveillance, les cellules microgliales sont aussi
fondamentales pour la régulation du comportement social, 1’apprentissage et la mémoire. En
effet, ces fonctions se sont retrouvées amoindries chez des souris dont la microglie a été

éliminée, mais ont été restaurées apres repopulation par ces cellules (Torres et al. 2016).

Dans des conditions homéostatiques, la microglie est une population de cellules ayant une
durée de vie assez longue. En effet, chez ’'Homme, 1’age des cellules microgliales a pu étre
calculé en se basant sur le taux de carbone 14 dans I’ADN des cellules. Ainsi, dans un groupe
de 12 sujets agés entre 22 et 69 ans et dont les échantillons ont été prélevés post-mortem, les
cellules microgliales étaient en moyenne agées de 4,2 ans, avec certaines cellules pouvant
atteindre plus de 20 ans (Réu et al. 2017). De plus, elles ont un potentiel d’auto-renouvellement
remarquable. En effet, la population microgliale reste stable grace a une balance entre apoptose
et prolifération (Var and Byrd-Jacobs 2020). Des études ont ainsi quantifié le taux de
renouvellement de la microglie chez la souris, qui serait d’environ 1% par jour (Askew et al.

2017), et chez ’'Homme, qui serait d’environ 28% par an soit 0,08% par jour (Réu et al. 2017).

3.5. La microglie en conditions pathologiques

L’activation de la microglie en réponse a des perturbations dans le SNC repose sur 2
systemes de signalisation : (1) les signaux « On», avec 1’apparition de facteurs qui sont
normalement absents, en faible concentration, ou dans une configuration différente de celle des

conditions physiologiques, e.g. des cytokines, des composés intracellulaires relachés par des
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cellules endommagées, des agrégats de protéines, ... ; (2) les signaux « Off », avec la
disparition de signaux qui sont normalement présents en conditions physiologiques et qui
contribuent a maintenir la microglie dans son état de surveillance, e.g. la fractalkine, et les
glycoprotéines CD200 (Hirbec et al. 2019).

Les cellules microgliales ont également une multitude de molécules de surface sur leur
membrane, ce qui leur permet de communiquer avec les cellules environnantes. C’est
généralement par leur intermédiaire que la microglie s’active. En effet, la plupart de ces
molécules font partie de la famille des récepteurs, comme par exemple les récepteurs aux
cytokines, les récepteurs éboueurs (« scavenger »), ou encore les récepteurs de reconnaissance
de motifs moléculaires (PRR, pour pattern recognition receptor) (Kierdorf and Prinz 2013), qui
sont trés conservés chez les mammiferes (Var and Byrd-Jacobs 2020). Ces derniers sont

capables de reconnaitre 2 grands types de ligands :

- Les DAMPs, motifs moléculaires associés aux dégats: ce sont des molécules
endogenes qui sont secrétées par les cellules endommagées a la suite d’une blessure

ou d’une infection par exemple, et qui promeuvent 1’inflammation.

- Les PAMPs, motifs moléculaires associés aux pathogénes : ce sont des molécules
exogenes caractéristiques des pathogenes, typiquement les lipopolysaccharides (LPS)

bactériens, les endotoxines, ou encore les ARN viraux.

L’activation de certains de ces récepteurs par des molécules inflammatoires ou des
pathogenes entraine la différenciation rapide de la microglie « surveillante » en une cellule
effectrice trés mobile qui contribue a I’inflammation. Cette transformation microgliale inclut
des changements tels que 1’expression de genes, la morphologie de la microglie, sa migration,
son métabolisme ou encore sa prolifération et sa mort (Var and Byrd-Jacobs 2020). Suivant les
conditions d’activation, la microglie se polarise selon différents types, similaires a la

polarisation des macrophages et des monocytes, dont (Figure 11) :

- Letype pro-inflammatoire : ce type de réponse implique la surexpression de cytokines
pro-inflammatoires comme I’'IL-1pB, I’IL-8 ou le TNF-a, ainsi que la production
d’oxyde nitrique (NO) via ’activité de I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS).
Ce type d’activation de la microglie, souvent qualifié d’activation « classique » ou

« M1-like », induirait des propriétés cytotoxiques.
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- Le type anti-inflammatoire : ce type de réponse, qualifié d’activation « alternative »
ou « M2-like », implique la surexpression de médiateurs anti-inflammatoires comme
le TGF-B, I’IL-4, ou encore 1’IL-10. Certains auteurs y distinguent 3 sous-catégories
avec le type M2a-like, pour lequel la microglie est impliquée dans la réparation et la
régenération en exprimant des facteurs neurotrophiques et anti-inflammatoires ; le
type M2b-like, qui serait un phénotype immunorégulateur, exprimant aussi des
facteurs anti-inflammatoires ; et le type M2c-like, qui serait un phénotype de
« désactivation acquise » et qui participerait a la neuroprotection, notamment par ses

fonctions phagocytaires (Hirbec et al. 2019; Zhang, Zhang, and You 2018)

Il est a noter cependant que cette classification, basée sur celles des macrophages, est
remise en cause. En effet, elle ne suffirait pas a décrire les multitudes de facons selon lesquelles
la microglie répond face aux différents changements de son environnement, ni la diversité de
ses fonctions (Hammond, Robinton, and Stevens 2018; Hirbec et al. 2019; Ransohoff 2016).
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Figure 11 : activation de la microglie

La microglie surveillante, suite a des signaux On/Off peut subir une activation classique ou

alternative. Elle peut également passer d’un état pro-inflammatoire a un état anti-inflammatoire

et inversement. Suivant le type d’activation, elle exprime différents médiateurs inflammatoires,
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qui peuvent avoir des effets neurotoxiques ou neuroprotecteurs. Adapté de Subramaniam and
Federoff (2017).

3.6. La microglie dans I’épilepsie

Les cellules microgliales ont également un rdle dans I’ictogenése et 1’épileptogenése.
Elles agiraient principalement au niveau de la neuroinflammation. En effet, il a été montré que
la microglie produit des médiateurs pro-inflammatoires dans les 30 minutes suivant le début
des crises, et qu’une activation microgliale excessive ou prolongée peut causer des
dysfonctionnements et de la mort cellulaires (Devinsky et al. 2013). De plus, la microglie peut
également répondre a une inflammation périphérique : dans un modele d’inflammation
périphérique due a une colite chez le rat, il a ét¢ montré que I’inflammation périphérique
induisait une réponse inflammatoire dans le cerveau, avec notamment des taux de cytokines
pro-inflammatoires plus élevés, mais aussi un nombre de cellules microgliales activées plus
important. Par ailleurs, la susceptibilité a faire des crises d’épilepsie était corrélée a la sévérité
de I’inflammation périphérique et I’administration d’un inhibiteur de 1’activation microgliale a
permis de diminuer cette susceptibilité (Riazi et al. 2010). Il ressort donc de cette étude qu’une
inflammation périphérique induit une réponse inflammatoire « miroir » dans le cerveau, ce qui
a pour conséquence d’augmenter I’excitabilit¢ des neurones. Cette excitabilité peut aussi €tre
expliquée par la diminution de neurones inhibiteurs, induit par la signalétique inflammatoire

qui peut promouvoir la perte de neurones GABAergiques.

Suite a la libération de médiateurs pro-inflammatoires, une réponse anti-inflammatoire
endogene (sécrétion de mediateurs anti-inflammatoires et de facteurs de croissance) aide
normalement a résoudre la réponse pro-inflammatoire, mais est souvent inefficace lorsque cette
inflammation a pour origine une blessure épileptogene (Vezzani, Friedman, and Dingledine
2013). Des traitements anti-inflammatoires ou immunosuppresseurs pourraient donc permettre
d’atténuer la progression des crises spontanées, et ce, méme dans le cas de syndromes
épileptiques résistants aux médicaments anti-épileptiques conventionnels, en réduisant la
quantité de cytokines pro-inflammatoires et en inhibant les réponses astrocytaire et microgliale
(Devinsky et al. 2013; D. Li et al. 2012; Shen et al. 2019; Vezzani, Balosso, and Ravizza 2019).

En plus de ce réle dans la neuroinflammation, il est possible que la microglie ait
également un role dans 1’élagage synaptique, qui, suite a des crises d’épilepsie, devient anormal.

Diverses ¢études sur des modeles animaux suggerent que 1’¢lagage synaptique anormal par la
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microglie pourrait induire le déclenchement, mais aussi 1’aggravation des crises épileptiques
(Andoh, Ikegaya, and Koyama 2019). En effet, un élagage aberrant induirait un déséquilibre de
la balance synaptique E/I, déja identifié comme étant un facteur de risque dans 1’ictogenése.
Cependant, il reste a déterminer si la microglie privilégie un type de synapses a phagocyter
plut6t qu’un autre, et par quel mécanisme cette préférence est faite si ¢’est le cas (Andoh et al.

2019).

IV. Le poisson zébre

4.1. Généralités

Le poisson zebre est un animal faisant partie de I’infra-classe des téléostéens, qui
représente une écrasante majorité des espéces de poissons téléostéens (plus de 96%), et prés de
la moitié des especes de vertébrés (plus de 70 000 a ce jour (IUCN 2021). Les téléostéens ont
subi une duplication entiére du génome (WGD, pour Whole Genome Duplication), qu’on
appelle la teleost-specific WGD (TS-GWND), ce qui a donné naissance a de hombreux genes
paralogues. Initialement, ces paralogues sont identiques et donc fonctionnellement redondants,
ce qui en a fait des cibles particulierement intéressantes pour fournir le matériel génétique
nécessaire a I’innovation évolutionnaire : les paralogues issus d’'une WGD sont appelés des
ohnologues (d’apres la théorie de Susumo Ohno). Un des duplicats peut ainsi acqueérir une
nouvelle fonction : c’est la néofonctionnalisation (Glasauer and Neuhauss 2014; Ohno 1970).
Cet événement de 1’évolution des téléostéens est probablement a 1’origine du fait que le poisson
zebre a plus de genes que n’importe quel autre vertébré déja séquencé, avec 26 206 genes
codants (Howe et al. 2013).

Le poisson zebre, de son nom binominal Danio rerio, est, comme son nom I’indique, un
petit poisson rayé. Dans son milieu naturel, ¢’est un poisson tropical d’eau douce originaire
d’Asie du Sud (Inde, Bangladesh et Népal principalement). On le retrouve souvent dans des
eaux calmes ou stagnantes, dans une gamme de température tres large, allant de 6°C en hiver,
a 38°C en été. Il est omnivore, son régime alimentaire consistant majoritairement de
zooplanctons et d’insectes, et est grégaire : l1a ou on trouve des poissons zebres, ils tendent a

étre 1I’une des especes les plus représentées (Spence et al. 2008).
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4.2. Développement général du poisson zébre

Le poisson zébre se développe selon 5 stades successifs: 1’embryon, 1’éleuthéro-

embryon, la larve, le juvénile, et enfin 1’adulte (Figure 12).
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Figure 12 : développement embryonnaire du poisson zébre

Traduit de "Zebrafish Developmental Timeline", créé par BioRender, Janvier 2020.
Copyright 2021 par BioRender.

Le stade embryonnaire couvre la période allant de 0 a 48-72 heures post-fécondation
(hpf). Une fois que le gamete de la femelle est fécondé par le gamete du méle, le zygote va subir
une premiere division cellulaire pour obtenir 2 cellules (0 — 0,75 hpf). Une seconde division
cellulaire lui permet d’atteindre 4 cellules et d’entrer dans la période de clivage (0,75 — 2,25 hpf,
jusque 64 cellules), durant laquelle les cellules se divisent toutes les 15 minutes en moyenne.
S’ensuit la période de blastulation (2,25 — 5,25 hpf), de gastrulation (5,25 — 10 hpf), puis la
période de somitogenese (10 — 24 hpf) durant laquelle les ebauches des premiers organes
deviennent visibles. On peut ainsi distinguer le développement des somites et le bourgeon
caudal, les premiers mouvements apparaissent et 1’embryon s’allonge. L’embryon rentre
ensuite dans la période pharyngienne (« pharyngula period », 24 — 48 hpf), qui désigne la

période pendant laquelle on observe le stade phylotypique du développement, c’est-a-dire la
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période ou I’embryon posséde un plan d’organisation caractéristique des vertébrés. Finalement,
il atteint la période d’éclosion (48 — 72 hpf) durant laquelle il continue de grandir et finit par
sortir de son chorion. Une caractéristique importante de cette étape est le repositionnement de
la bouche : cette derniere, qui posséde initialement une position ventrale, progresse vers 1’avant

de la téte, pour finalement étre proéminente.

Le stade éleuthéro-embryonnaire commence juste aprés 1’éclosion (entre 48 et 72h post-
fécondation) et dure jusqu’a la fin de la résorption de la vésicule vitelline, qui constituait
jusqu’alors la réserve d’auto-alimentation, ce qui marque également le début de I’alimentation
exogene (Naudin 1996).

Le stade larvaire prend ensuite le relai jusqu’aux environs des 30 jpf. Durant cette période,
la larve de poisson zebre continue de se développer. Notamment, la vessie natatoire, 1’organe
permettant au poisson de se déplacer en profondeur, devient opérationnelle. Les larves
deviennent plus mobiles et le caractére prédateur pour se nourrir se met en place. Le passage
du stade larvaire au stade juvénile se caractérise par la métamorphose, un ensemble de
changements morphologiques qui inclut la perte totale du repli médian, le remodelage du
systeme digestif et du systéme nerveux entre autres, ainsi que l’acquisition de nouvelles

caractéristiques de I’adulte comme 1’apparition des écailles (Parichy et al. 2009).

Aprés la métamorphose, le poisson est considéré comme juvénile. Ce stade juvénile
s’étend de 1 a 3 mois post-fécondation. Le poisson développe alors complétement ses nageoires
et ses écailles (de Abreu et al. 2020; Kimmel et al. 1995). C’est a ce stade qu’il commence a se
différencier sexuellement. En effet, toutes les larves de poisson zébre développent initialement
des ovocytes, des 13 — 14 jpf, se développant ainsi selon un mode de type femelle, peu importe
le sexe final du poisson. Les premiers signes de différenciation sexuelle commencent dans les
alentours de 20 — 25 jpf, période concordant avec celle de la métamorphose et durant laquelle
ils transitionnent : les poissons qui seront femelles continuent de développer des gonades
femelles, tandis que les ovocytes des poissons destinés a devenir des males rentrent en apoptose
(Uchida et al. 2002). Bien qu’il semblerait que la détermination sexuelle soit terminée vers 30
jpf, 1l n’est pas possible de distinguer le sexe d’un poisson sur des criteres externes avant que
le poisson ait atteint le stade adulte (a partir de 3 mois post-fécondation), qui se caractérise par
I’atteinte de la maturité sexuelle, avec la production de gameétes viable, et la capacité de
s’accoupler. Il est également & noter que la température de I’cau a cette période peut avoir une

incidence sur la détermination du sexe des poissons. En effet, une température basse (~ 22°C)
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favorise la production de males, tandis qu’une température plus élevée (~ 31°C) favorise la

production de femelles (Sfakianakis, Leris, and Mylonas 2012).

Il existe 3 criteres de dimorphisme sexuel principaux, permettant ainsi de différencier un
male d’une femelle : (1) la morphologie des males est plutdt élancée, tandis que les femelles
ont un abdomen plus large di au fait que les ovaires sont significativement plus volumineuses
que les testicules ; (2) la nageoire anale des males apparait plus jaune que celle des femelles,
dd a une production plus importante de pigments jaunes ; (3) Iorifice génital des femelles
présente des stries longitudinales et est protubérant, tandis que celui du male ne I’est pas
(Figure 13) (Kossack and Draper 2019).

Figure 13 : dimorphisme sexuel chez le poisson zebre

Poissons zebres femelle (A—A’"") et male (B-B’”’) 4gés de 6 mois. La femelle (A) a un
abdomen plus important que le male (B), montré par la fleche. La nageoire anale est plus jaune
chez le male (B’-B”’) que la femelle (A’—A’’), comme montré par les crochets. Enfin, I’orifice
génital de la femelle (A’”’) est protubérant, contrairement a celui du male (B’’”). Tiré de
Kossack and Draper (2019)

4.3. Développement cérébral et colonisations microgliales

Le systeme nerveux du poisson zébre se forme tres rapidement. En effet, la formation du

SNC du poisson zébre commence trés tot, avec un début de formation neuronale dés 16 hpf. A

partir de 17 hpf, les différentes sous-régions du cerveau du poisson zébre commencent a se

former, avec notamment le cervelet, le thalamus et la midbrain-hindbrain boundary (MHB),

qui sépare le mésencéphale (cerveau moyen) du rhombocéphale (cerveau postérieur) (Coolen

and Bally-Cuif 2008). Dés 18 hpf et jusqu’aux environs de 32 hpf, le systéme de signalisation
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neurale commence a se mettre en place avec les systemes GABAergiques et glutamatergiques
notamment. A 20 hpf, la BHE commence a se constituer, notamment avec la mise en place de
la vascularisation cérébrale, avec un début d’angiogenése entre 28 et 32 hpf. A 72 hpf, la BHE
a commenceé a s’établir de telle sorte qu’elle est imperméable a certaines molécules utilisées en
tant que traceurs (protéines fluorescentes par exemple), mais est encore immature (Fleming,
Diekmann, and Goldsmith 2013; Jeong et al. 2008; Quifionez-Silvero, Hibner, and Herzog
2020; Xie et al. 2010). Une étude par Fleming, et al. (2013) a permis de démontrer par
microscopie électronique en transmission, utilisation de marqueurs fluorescents, et
spectrométrie de masse entre autres, que la maturation de la BHE se produit entre 3 jpf et 10 jpf,
devenant ainsi moins perméable. 1l a par ailleurs également été montré que la BHE du poisson
zebre ressemble & la BHE des mammifeéres, tant sur un plan structurel que fonctionnel (Fleming
et al. 2013; Jeong et al. 2008). Les macrophages ayant commenceé a coloniser le cerveau vers
35 hpf ont eux terminé de se différentier en cellules microgliales vers 72 hpf (de Abreu et al.
2020).

L’origine développementale de la microglie durant 1’embryogenése est controversée.
Bien qu’elle ait initialement été décrite comme d’origine neuroectodermique, de récents travaux
suggeérent fortement qu’elle serait en fait d’origine hématopoiétique (Prinz, Jung, and Priller
2019). Chez la souris, des études ont permis de déterminer que les cellules microgliales qui
colonisent le cerveau pendant le développement persistent tout au long de leur vie. Ce n’est pas
le cas du poisson zébre, pour lequel il existe 2 vagues de colonisation : une premiére pendant
le développement, qui va se faire entierement remplacer par la seconde vague, qui prend le relai
pendant le stade juvénile et qui est définitive (Ferrero et al. 2021). Cependant, la colonisation
du cerveau en développement du poisson zebre par les cellules microgliales se fait de fagon trés
similaire a celle des mammiferes, suggérant ainsi que les avancées dans ce domaine faites dans
le poisson zébre sont probablement applicables aux mammiféres (J. Xu et al. 2016). De plus,
I’étude de I’expression des génes microgliaux a montré que la microglie du poisson zébre au
stade larvaire posséde un nombre significatif de genes exprimés en commun avec la microglie
du poisson zébre au stade adulte, mais aussi avec la microglie de la souris adulte et la microglie

humaine (Mazzolini et al. 2020).

4.3.1. Premiere vague : la microglie embryonnaire
Les études des derniéres décennies ont montré que, comme chez les mammifeéres, le

poisson zebre subit des vagues successives d’hématopoicse et produit des cellules sanguines
52



Chapitre 1 : Introduction

matures semblables a celles des mammiféres. Chez le poisson zébre, la premiére vague
d’hématopoicse, 1’hématopoieése primitive, commence vers 11 hpf dans deux régions
différentes : le mésoderme latéral postérieur (PLM) et 1’ilot sanguin rostral (RBI, pour rostral
blood island). C’est cette derniére région, équivalente au sac vitellin chez la souris, qui produit
les cellules myeéloides qui vont contribuer a la formation, entres autres, des macrophages
primitifs (Xu et al. 2015). Ces macrophages primitifs, qui émergent donc du RBI, vont dans un
premier temps migrer vers le sac vitellin vers 30 hpf, puis vont migrer dans un second temps
vers le cerveau via deux voies principales, vers 35 hpf. La majorité de ces cellules, environ
59%, va entrer directement dans la région ventrale latérale du tectum optique en passant par la
périphérie bilatérale entre les yeux et le cerveau, probablement le long de la couche de méninge.
L’autre partie, environ 34%, passe par la partie ventrale du cerveau. Occasionnellement,
quelques macrophages primitifs (~ 7%) ont été observés en train d’entrer dans le tectum optique
par la périphérie dorsale du cerveau (Figure 14) (J. Xu et al. 2016). Cette colonisation du
cerveau par les macrophages primitifs, contrairement a ce qui a été suggéré chez la souris
(Ginhoux et al. 2010), se fait de fagon indépendante de la circulation sanguine. De plus, elle est
promue par la mort neuronale qui a lieu naturellement lors de la neurogenése. En particulier,
Xu et al. (2016) ont montré que 1I’ATP relargué par les neurones mourants ne semblait pas étre
un médiateur chimioattractant pour la colonisation du cerveau en développement par les
macrophages primitifs, bien qu’il ait un role important dans I’activation et la migration de la
microglie. En revanche, la lysophosphatidylcholine (LPC), un phospholipide connu pour étre
sécrete par les cellules apoptotiques et ayant déja montré un réle chimioattractif pour la
migration des macrophages (Lauber et al. 2003), semble elle, avoir un effet attractif. 1ls ont
ainsi montré que la colonisation était régulée, au moins en partie, par la voie de signalisation
LPC-G2A, G2A étant un récepteur de la microglie couplé & une protéine G, dont I’équivalent
chez le poisson zébre est gprl32b. Par ailleurs, il a également été montré que cette premiére
vague de colonisation microgliale se faisait de facon dépendante de pu.1 mais indépendante de
runxl et cmyb (Ferrero et al. 2018; Xu et al. 2015).
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Figure 14 : entrée des macrophages primitifs dans le cerveau du poisson zebre par 2 voies
distinctes
Tiré de J. Xu et al., 2016

A ce stade, les macrophages primitifs, précurseurs microgliaux, expriment des marqueurs
typiques des macrophages tels que mfap4, mpegl ou encore Icpl (Kell et al. 2018; Walton et
al. 2015). Comme chez la souris, ils sont d’abord de morphologie plutét amiboide, puis se
différencient en cellules microgliales ramifiées vers 60 hpf (Herbomel, Thisse, and Thisse
2001). Cette différenciation de macrophages primitifs en cellules microgliales se caractérise
notamment par I’expression de génes spécifiques de la microglie tels qu’apoeb (apolipoprotéine
Eb) et p2ryl2.

Ainsi, malgré la controverse autour de I’origine de la microglie embryonnaire, les
récentes études penchent de plus en plus vers une origine hématopoiétique. Une étude a
d’ailleurs montré que les macrophages primitifs sont trés probablement 1’unique source de la
microglie embryonnaire chez le poisson zebre. En effet, les hypothéses selon lesquelles la
microglie serait dérivée directement de progeéniteurs érythro-myéloides (EMP) ou de cellules
souches hématopoiétiques (HSC) sont peu probables. De fait, le potentiel de différenciation des
EMP dans les embryons tfec™" est altéré et les embryons cmyb™! sont complétement dépourvus
de HSC, mais dans les deux cas, on retrouve un nombre de cellules apoeb* semblable a celui
des embryons contréles a 4 jpf. De plus, Ferrero et al. (2018) ont utilisé une lignée portant le
transgene mpegl:Kaede, codant pour un fluorophore photoconvertible du vert au rouge sous le
contr6le du promoteur mpegl, qui est spécifique des macrophages. Entre 26 et 28 hpf, période
pendant laquelle kaede n’est exprimé que par les macrophages primitifs, les embryons Kaede™
sont photoconvertis et une analyse par cytométrie de flux est réalisée a 72 hpf, période a laquelle
la différenciation en microglie a déja eu lieu. Les cellules sont triées a la sortie de la cytométrie
de flux et une qPCR réalisée sur les cellules Kaede™ rouges a permis de déterminer la présence

des transcrits apoeb et csflra, spécifiques de la microglie (Figure 15).
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Figure 15 : colonisation du cerveau du poisson zebre par des macrophages primitifs et
différenciation en microglie

Les macrophages primitifs émergent du RBI vers le sac vitellin pour ensuite migrer jusqu’au
cerveau, ou ils se différencient en microglie. Cette différenciation est marquée notamment par
’apparition de marqueurs spécifiques de cette population comme apoeb et p2ryl2. Schéma
adapteé de la présentation de Ferrero et al., lors du congrés Zebrafish 2020.

4.3.2. Deuxieme vague : la microglie definitive

La deuxieme vague d’hématopoiese survient vers 26 — 28 hpf et a pour origine la paroi
ventrale de ’aorte dorsale (VDA, pour ventral wall of dorsal aorta), tissu dont I’équivalent
chez la souris est également un site hématopoiétique. Cette deuxiéme vague d’hématopoicse
produit des HSC qui sont par la suite capables de donner naissance a des cellules sanguines
matures, mais aussi a des cellules microgliales adultes et définitives. Bien que cette deuxieme
vague ait lieu peu de temps apres la premiere et que la différenciation des HSC se fait aux
alentours de 60 hpf, le remplacement de la microglie embryonnaire par la microglie définitive
ne se fait qu’a partir de 15 — 20 jpf. Leur activité entre ces deux périodes du développement
n’est pas encore connue. Les cellules microgliales définitives, dérivées du VDA, commencent
donc a coloniser le cerveau du poisson zébre et a remplacer la microglie embryonnaire, dérivée

du RBI, a partir de 15 — 20 jpf. Leur nombre augmente rapidement jusqu’a devenir la population
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dominante a 3 mois post-fécondation. A 1 an, la microglie originaire du RBI n’est plus

détectable et a donc été entierement remplacee.

Contrairement a la premiére colonisation microgliale, cette deuxiéme colonisation se fait
de facon indépendante de pu.1 mais dépendante de runxl1 et cmyb (Ferrero et al. 2018; Xu et al.
2015) (Figure 16).

Microglie adulte

Figure 16 : origines distinctes de la microglie embryonnaire et adulte chez le poisson zebre

La microglie embryonnaire a pour origine 1’ilot sanguin rostral (RBI) et est indépendante de la
voie pu.1l mais dépendante de celles de runx1 et cmyb, contrairement a la microglie adulte, qui
provient de la paroi ventrale de 1’aorte dorsale (VDA). Adapté de Xu et al. (2015).

4.4. Un modele animal de choix

Le poisson zébre en tant qu’animal de laboratoire apparait en 1972 gréce a George
Streisinger, considéré comme le pére fondateur de la recherche sur le poisson zébre, qui
s’intéressait a la génétique et au développement des vertébrés (Varga 2016). A cette époque, le
poisson zébre en tant que modeéle ne fait qu’émerger, avec seulement quelques articles publies
chaque année. C’est a partir des années 1990 qu’on observe un intérét croissant, avec des

dizaines de publications par an et méme la création en 1994 d’une base de données génétiques
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et génomiques, le Zebrafish Information Network (ZFIN) (Ruzicka et al. 2019), jusqu’a
atteindre presque 3 000 publications annuellement en 2016 (Shams et al. 2018).

En 2001, le Wellcome Sanger Institute lance le Zebrafish Genome Project qui a pour but
de séquencer le génome entier du poisson zébre en utilisant comme référence la lignée Tibingen
(TU). La description du génome de cette lignée a été publiée en 2013 et a permis d’établir la
proportion d’homologie entres les génes de I’Homme et ceux du poisson zébre. Ainsi, 71,4%
des génes humains ont un orthologue chez le poisson zebre et 82% des genes humains impliqués
dans des morbidités ont un orthologue chez le poisson zébre (Howe et al. 2013). Le poisson
zebre posseéde donc une forte homologie génétique avec I’Homme, mais aussi une forte
homologie physiologique, notamment au niveau du cerveau, de la musculature, du systéeme

vasculaire ou encore du systéme immunitaire inné (Zhao, Huang, and Ye 2015).
En tant que modeéle vertébré, le poisson zébre présente de nombreux avantages :

(i) Sa grande fertilité et fécondité: elle permet de récupérer des centaines
d’embryons a chaque ponte, ce qui est idéal pour des études en génétique ou
pour faire du criblage & haut debit par exemple.

(i)  Son développement embryonnaire : il est externe, ce qui lui permet d’étre étudié
facilement, mais est aussi treés rapide, ce qui permet d’obtenir des larves
suffisamment développées (nage libre, développement du SNC bien avancg,

etc.) assez rapidement.

(iii) La transparence des larves: les larves de poisson zebre sont complétement
transparentes jusqu’a environ 1 — 2 jpf, délai qui peut étre allongé jusqu’au moins
7 jpf en utilisant des inhibiteurs de synthése de la mélanine, comme le
phénylthiourée (PTU) (Antinucci and Hindges 2016). Cette transparence,
combinée a des techniques d’imagerie par fluorescence, ouvre une multitude de
possibilités pour le domaine de la recherche. 1l est a noter cependant que le PTU
peut avoir des effets secondaires, et donc des effets sur les résultats obtenus
(Chen et al. 2021; Z. Li et al. 2012).

(iv) La modification génétique: de nombreuses techniques de modification
génetique existent pour le poisson zébre pour réaliser le knockdown d’un géne

de facon transitoire, avec ’injection de morpholino (oligonucléotide antisens),
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ou permanente, avec par exemple I’utilisation de nucléases a doigt de zinc
(ZFNs, pour Zing Finger Nuclease), de nucléases effectrices de type activateur
de transcription (TALENs, pour Transcription Activator-Like Effector
Nuclease), ou encore de la technologie CRISPR-Cas9. Ainsi, de nombreuses
lignées transgéniques exprimant des marqueurs fluorescents et de nombreux
mutants ont été crées et ont contribué a la recherche dans des domaines divers et
variés comme le domaine du cancer (Ignatius and Langenau 2011), de
I’immunologie (Trede et al. 2004), ou encore des neurosciences (Cong et al.
2017; Higashijima et al. 2003). Par ailleurs, il existe notamment la lignée casper
dont la mutation des génes roy et nacre, entrainant respectivement une absence
d’iridophores et de mélanocytes (White et al. 2008), rend les poissons

transparents, permettant ainsi 1’imagerie in vivo au stade adulte (Figure 17).

(v) Sa taille: elle permet un élevage conséquent, pour un codt de maintenance

raisonnable, que ce soit en termes d’installations ou de nourriture.

Ces nombreux avantages, couplés a 1’homologie génétique et physiologique avec
I’Homme, font du poisson zebre un excellent compromis entre la complexité du systeme et la

simplicité de la pratique.

Figure 17 : transparence de la lignée casper

Forme larvaire (A') et adulte (A") d’un poisson zébre de la lignée sauvage AB. Forme larvaire
(B') et adulte (B') d’un poisson zébre de la lignée mutante casper, rendant le poisson
transparent. (B""") Vue dorsale de la téte d’un poisson casper adulte, laissant apparaitre le
cerveau (en pointillés blancs), tiré de Castranova et al. (2021). Photos des larves tirées de
D’Agati et al. (2017), photos des poissons adultes tirées de White et al. (2008).
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4.5. Intérét pour cette étude

L’intérét du poisson zébre pour mon projet de these repose sur 2 éléments principaux. Le
premier est la formation rapide de son systeme nerveux. Ce développement rapide, couplé a
une forte homologie physiologique, rend le poisson zebre pratique et pertinent pour le deuxiéme
¢lément d’intérét, qui est la visualisation et 1’étude par fluorescence in vivo des cellules
microgliales et des crises épileptiformes induites par le DFP. La visualisation de la microglie
est possible grace a une lignée transgénique qui marque les macrophages et la microglie, et la
visualisation des crises épileptiformes induites par le DFP est possible grace a 1’utilisation d’une
lignée transgénique exprimant un bio-senseur fluorescent sensible aux ions calciques dans les
neurones. Cela permet d’observer I’activité calcique neuronale, qui a déja été corrélée a

I’activité électrique du cerveau (Brenet et al. 2019; Liu and Baraban 2019).

Par ailleurs, de facon plus générale, il est intéressant de noter I’apport du poisson zébre a
I’¢tude de 1’épilepsie. En effet, bien que ce modele n’ait commencé a étre utilis€ que
tardivement comparé aux modeles mammiferes (Yaksi et al. 2021), celui-ci a pourtant déja fait
preuve de son potentiel, avec des contributions significatives pour notre compréhension de
I’épilepsie et le développement de traitements. Ainsi, de nombreux modeles d’épilepsie ont été
développés en utilisant le poisson zebre, comme par exemple des modéles d’épilepsie induite
par un traumatisme, une tumeur ou encore une neurodégénérescence, mais aussi des modeles
d’épilepsie génétique (Baraban, Dinday, and Hortopan 2013; Cho et al. 2020; Ekker 2021;
Wager et al. 2016). Une étude récente sur le poisson zébre a notamment permis de montrer
qu’un traumatisme cérébral dans le télencéphale adulte pouvait induire 1’épileptogenese, avec
des crises spontanées associées a de la neuroinflammation et des dommages de la BHE (Cho et
al. 2020). D’autres études ont permis d’identifier des molécules d’intérét pharmacologique pour
le traitement des épilepsies. En effet, le criblage phénotypique de molécules a haut débit sur un
modele du syndrome de Dravet, une épilepsie sévére du nourrisson causée dans la majorité de
cas par une mutation du gene SCN1A (Dravet 2011), a par exemple permis I’identification de
molécules qui permettaient de diminuer 1’augmentation de la locomotion observée, associée a
la mutation scnllab (orthologue de SCN1A chez le poisson zébre). Certaines de ces molécules
(clemizole, fenfluramine, lorcaserin) sont d’ailleurs aujourd’hui en phase d’essais cliniques en
tant que traitement pour contrecarrer les crises d’épilepsie chez I’Homme (Baraban et al. 2013;
Griffin et al. 2017, 2018; Griffin, Krasniak, and Baraban 2016), soulignant ainsi le grand

potentiel de ce modéle et de cette approche.
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4.6. Limitations du modele animal

Tout modéle animal possede ses limitations. Dans le cas du poisson zébre, les
progeéniteurs microgliaux de ce dernier n’ont pas besoin de la circulation sanguine pour migrer
vers le cerveau, contrairement a ce qui est observe chez la souris, qui est phylogénétiquement
plus proche de ’Homme (Ginhoux and Prinz 2015). De plus, les cellules microgliales ne sont
pas tout de suite définitives chez le poisson zebre, puisqu’une deuxiéme vague microgliale
remplace completement la premiére. En outre, on sait que chez ’Homme, la microglie émerge
dans les alentours de la 13°™ semaine de gestation, mais peu d’éléments supplémentaires
concernant son développement sont connus, ce qui rend une comparaison avec les différents

modeéles animaux existants difficile.

Le poisson zebre en tant que modéle animal posséde quelques autres désavantages comme
la divergence génétique au cours du temps, avec un ancétre commun a I’Homme remontant a
445 millions d’années contre 96 millions pour les rongeurs. En plus d’étre un animal a sang
froid, une physiologie différente des humains, d’autres différences d’ordre anatomique existent,
ce qui rend certains troubles ou maladies difficiles voire impossible & modéliser dans cette
espéce (Ali et al. 2011). Enfin, la duplication de son génome entier (TS-GWD) a pour
conséquence que beaucoup d’orthologues aux geénes humains sont présents en 2 copies,
générant un effort supplémentaire dans la détermination du réle fonctionnel de chacun (Ali et
al. 2011).

Malgré tout, le poisson zébre posséde de nombreux avantages et sa popularité est
grandissante. Par la suite, il faudra évidemment combiner les résultats obtenus sur le poisson
zebre avec ceux obtenus sur d’autres mod¢les animaux et in vitro avant de pouvoir les extrapoler

a ’Homme.
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L’intoxication aux organophosphorés (OP) est un probléme de santé publique. Ces
intoxications peuvent étre dues a une exposition chronique dans le cas des professions agricoles,
ou aigué dans le cas d’une attaque terroriste par exemple. Les traitements actuels contre
I’intoxication aigué n’ont que peu, voire pas du tout évolué durant les 40 dernieres années.
Cependant, ces traitements ont certaines limites. Notamment, les oximes sont inefficaces contre
les effets induits par les OP cholinergiques sur le SNC du fait du non passage de la BHE par
ces dernieres. Les limitations de ces traitements appellent donc a la recherche de nouvelles voies
thérapeutiques. Pour cela, il est essentiel de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans I’intoxication aigué aux OP. Dans ce travail, nous nous sommes plus
particulierement intéressés au réle de la microglie. En effet, il a été suggéré dans de récentes
¢tudes que la microglie avait un potentiel role dans 1’aggravation des crises d’épilepsie induites
par une intoxication aux OP, notamment de par sa contribution a la réponse inflammatoire. Pour
étudier la microglie dans ce contexte, nous avons exploité les avantages du modele de poisson
zebre. En effet, ce petit vertébré facilite la visualisation in vivo des modifications cellulaires et
moléculaires grace a des lignées transgéniques, permettant ainsi d’observer ces changements

en temps réel par microscopie a fluorescence.

Les objectifs de ce travail étaient donc de :

1) Mettre au point un modele d’intoxication aigué a un organophosphore, le DFP,
en utilisant le poisson zébre
2) Utiliser ce modéle pour étudier la microglie, afin de mieux comprendre les

mécanismes mis en jeu dans un contexte d’intoxication aigué a un OP
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Cette section reprend les techniques utilisées pour I’étude de la microglie (chapitre 4).
Celles utilisées pour 1’établissement du modéle (chapitre 3) sont décrites dans les articles du

chapitre en question.

|. ELEVAGE DES POISSONS ZEBRE

1.1. Conditions d’élevage

Les poissons zebre élevés au sein de 1’animalerie de 1'unité 1141 de I'INSERM sont
maintenus dans un cycle jour/nuit de 12 heures et dans une eau dite de poisson, ou fish water
(FW), composée de chlorure de sodium (NaCl, 5 mM), de chlorure de potassium (KCI,
0,17 mM) et de dichlorure de calcium (CaClz, 0,33 mM), dissous dans de 1’eau distillée
(conductance : ~ 11 puS/cm). Cette eau est thermorégulée entre 25°C et 27°C et les parametres
sont relevés 2 fois par semaine afin de vérifier que le pH (6,8 — 7,2) et les taux de nitrates
(5 — 10 mg/L) et de nitrites (< 0,025 mg/L) soient corrects.

Les poissons sont nourris 3 fois par jour. Les larves, les juvéniles et les jeunes adultes
(jusqu’a ~1,5 an) sont nourris avec des paramécies et les poissons plus &gés sont nourris en

alternant paramécies et nourriture lyophilisée (Zebrafeed®, de Sparos).

1.2. Reproduction

Les expériences sont réalisées sur les larves, il est donc nécessaire de faire de la
reproduction afin d’obtenir des embryons. Pour cela, la veille de la récolte des ceufs, on place
dans I’aprés-midi des bacs contenant des billes, dans lesquels les ceufs fécondés vont tomber,
empéchant ainsi d’étre mangés par les adultes (Westerfield 2000). Le jour de la récupération
des ceufs, on récupere le bac de billes et on filtre I’eau. On retire ainsi les billes dans un premier
temps, puis le 2°™ filtre retient les embryons, qu’on transfére dans une boite de Petri contenant
de la FW supplémentée par du bleu de méthylene (0,02%0), qui posséde des propriétés
fongicides et bactéricides. Les boites de Petri sont ensuite placées dans un incubateur a 28,5°C.
La FW supplémentée de bleu de méthyléne est ensuite remplacée par de la FW simple a partir
de 2 jpf. Lorsque nécessaire, notamment pour les études par microscopie a fluorescence,
0,03 g/L de PTU (soit une concentration de 200 pM) sont ajoutés dans I’eau des poissons a
partir de 1 jpf, et renouvelés chaque jour, afin d’inhiber la pigmentation des embryons et ainsi

maintenir leur transparence.
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1.3. Lignées utilisées

Ce projet de theése a nécessité 1’utilisation de deux lignées principales. En premier lieu,
j’ai utilisé la lignée Tg(HUC:GCaMP5G) qui exprime un senseur au calcium Ca?* dans les
neurones, ce qui permet de visualiser 1’activité calcique neuronale (Hudson 2018). En effet, les
neurones des poissons de cette lignée expriment la calmoduline et la GFP (Green Fluorescent
Protein). En I’absence de Ca?*, la GFP n’est pas fluorescente car elle est sous forme protonée.
Lorsqu’un ion Ca?* se lie & la calmoduline, cette derniére change de conformation et permet a

la GFP de se déprotoner. La GFP se trouve alors sous forme anionique, qui est fluorescente.

La deuxieme lignée utilisée est la lignée Tg(mpegl:mCherryF). Les macrophages et
cellules microgliales des poissons de cette lignée expriment une protéine membranaire rouge,

ce qui permet la visualisation de la microglie entre autres (Ferrero et al. 2020).

II. ABLATION DE LA MICROGLIE PAR MICROINJECTION DE MORPHOLINO

L’ablation de la microglie dans les larves de poisson zébre a été effectuée par
microinjection d’un morpholino oligonucléotide (MO) anti-sens. Les MO sont des oligomeéres
synthétisés chimiquement qui se lient a ’ARNm d’un geéne d’intérét et qui empéchent leur
traduction ou leur épissage (Draper, Morcos, and Kimmel 2001; Stainier et al. 2017;
Summerton 1999). 1l est a noter que I’utilisation des MO posséde des limites qui sont abordées

dans la discussion.

Le morpholino (MO) utilisé dans ce travail est dirigé contre I’ARNm de PU.1 (dénommeé
« MO PU.1 » dans la suite). Ce géne est impliqué dans le développement des macrophages
primitifs. L’injection du MO PU.1 bloque la traduction de I’ARNm de PU.1, ce qui permet
d’obtenir des larves dépourvues de microglie. La séquence du MO utilisé est la suivante : 5°-
GAT ATACTGATACTCCATTGG TGG T -3".

La veille du jour de I’injection, des bacs d’accouplement sont préparés. Pour cela, un
couple est placé dans chaque bac d’accouplement. Les 2 poissons de chaque bac sont isolés par
une séparation transparente. On place egalement une image de billes colorées en dessous du

bac, lui aussi transparent, afin de stimuler les poissons.

Le matin de I’injection, on prépare une solution de MO PU.1 a 0,88 mM, KC1 0,1 mM et
RhodamineB dextran 0.03 mM (témoin de microinjection) dans de 1’eau ultra-pure

(résistivité : 18 MQ). Cette solution est insérée dans un micro-capillaire étiré dont 1’extrémité
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est coupée de sorte que son diamétre soit d’environ 0,02 mm. Le capillaire est ensuite inséré
dans un microinjecteur électronique FemtoJet® 4i (Eppendorf) et la pression est réglée a I’aide
de I’InjectMan® 4 (Eppendorf) de sorte que la goutte éjectée du capillaire soit d’un diamétre
d’environ 0,15 mm, ce qui correspond a un volume injecté d’environ 1,8 nl. Parallélement, les
séparations des bacs d’accouplement sont retirées, permettant 1’interaction entre le male et la
femelle, et les bacs sont réguliérement vérifiés afin de surveiller la présence d’ceufs. Le cas
échéant, les ceufs sont récupérés dans les instants suivant la ponte, placés contre une lame et
microinjectés dans le sac vitellin, proche de la jonction avec I’unique cellule a ce stade. Une
fois microinjectés, les ceufs sont transférés dans une boite de Petri contenant de la FW,

supplémentée par du bleu de méthyléne (0,02%o), puis placées dans un incubateur a 28,5°C.

A la fin de la matinée, un premier nettoyage est effectué en retirant les éventuels ceufs
n’ayant pas résisté a la microinjection. Un deuxiéme nettoyage est effectué¢ en fin de journée
pour retirer les embryons morts et les ceufs non fécondés. Le lendemain matin, la rhodamine
des embryons injectés est vérifiée a la loupe fluorescente : si le signal de la rhodamine est bien
diffusé dans I’embryon entier, I’embryon est considéré comme bien injecté et est gardé pour la

suite des expériences. Sinon, I’embryon est sacrifié.

I1l. TRAITEMENT AU DFP

Le diisopropylfluorophosphate ou DFP (Sigma) est dilué avec du DMSO a une
concentration stock de 1 mg/ml, ce qui équivaut & 5,43 mM. A partir de ce stock, des aliquots
de 1,5 mM sont préparés par dilution au DMSO. Pour le traitement, une dilution au 1/100° est
effectuée avec de la FW pour obtenir une concentration finale d’exposition de 15 uM de DFP
dans 1% de DMSO. Les larves ont été exposées au traitement contréle (1% DMSO) ou au DFP
(15 uM, 1% DMSO) a 5 jpf pendant 6 heures, sauf indication contraire. Pour toute la suite, on

simplifiera tous les traitements au « DFP dans 1% de DMSO » par « DFP » pour plus de clarté.

IV. IMAGERIE IN VIVO

L’imagerie in vivo des larves de 5 jpf a été effectuée a I’aide d’un microscope confocal
inversé Leica SP8 équipé d’un objectif 20x/0,75 a multi-immersion. Les larves sont paralysées
al’aide de 350 uM de bromure de pancuronium (PB) et sont immobilisées au centre d une boite

de 35 mm de diamétre a fond en verre, a 1’aide d’agarose a bas point de fusion 1,2%
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supplémenté de DMSO 1% ou de DFP 15 pM. Le microscope étant inversé, les larves sont
montées dans I’agarose sur le dos et au fond de la boite. Quelques gouttes d’une solution de
DMSO 1% ou de DFP 15 uM sont ajoutées par-dessus 1’agarose une fois qu’elle s’est gélifiée,
afin qu’elle ne séche pas. Le contact entre 1’objectif du microscope et I’échantillon a imager est

assuré par de I’huile d’indice de réfraction 1,33.

4.1. Visualisation de la microglie

L’observation de la microglie s’est basée sur deux aspects: sa morphologie et sa
dynamique. Des paramétres adaptés a chacun de ces deux aspects ont été utilisés. Dans les deux
cas, ’utilisation de la lignée Tg(mpegl:mCherryF) permet de visualiser les macrophages et la
microglie, mais 1’imagerie et ’analyse du tectum optique uniquement permet d’exclure la
grande majorité des macrophages. Les cellules étudiées sont donc bien des cellules

microgliales, a quelques exceptions pres possibles.

Pour observer la morphologie de la microglie a un temps précis post-traitement, une photo
a été prise au temps voulu en excitant le fluorochrome mCherryF avec un laser DPSS 561. Le
laser excite 1’échantillon a la longueur d’onde 561 nm et le signal émis récupéré est dans la

gamme [586 ; 790] nm. Une tranche de 100 um est photographiée a la résolution 1024 x 1024,

Pour étudier la dynamique de la microglie, les mémes parameétres d’excitation et
d’émission sont utilisés. Une tranche de 43,5 um est acquise en time-lapse pendant les 30-45

derniéres minutes du traitement (entre la 5°™ et la 6°™ heure de traitement).

La morphologie et la dynamique de la microglie ont €t¢ analysées par le logiciel d’analyse
d’images 3D Imaris (Bitplane). Pour la morphologie des cellules microgliales, les parametres

suivants ont été quantifiés :

- La sphéricité (Sp): il s’agit un coefficient mesurant a quel point un objet est
sphérique. C’est un coefficient sans unité, compris entre 0 et 1, 1 représentant un objet
complétement sphérique. Ce paramétre, ¥, a été défini par Hakon Wadell en 1932
(Wang and Fan 2013) comme étant le ratio entre I’aire surfacique d’une particule (Ap)

et I’aire surfacique d’une sphére de méme volume (Vp) que la particule d’intérét :

W= /3 x (61,) 73
A

p

- L’aire surfacique (S)
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- Levolume

- Le nombre de prolongements (NP)

- Lalongueur totale des prolongements (TL)

- La longueur moyenne d’un prolongement (ML)

Ces mémes parametres ont été utilisés pour 1’étude de la population microgliale par
cluster, a I’exception du volume, qui n’a pas montré de différence entre la condition contréle et
la condition traitement (voir Chapitre 4, « Les cellules microgliales changent de morphologie
apres exposition au DFP »). Pour une microglie ramifiée, nous avons établi les seuils suivants :
un nombre de prolongements supérieur ou égal a 6 ; une longueur totale de ces prolongements
supérieur ou égale a 90 um ; et une longueur individuelle d’un prolongement supérieure ou
égale a 19 um. Si au moins 3 de ces parametres étaient vérifiés, la microglie était considérée
ramifiée. De la méme facon, nous avons établi les seuils suivants pour définir une microglie
amiboide : une sphéricité supérieure ou égale a 0,8 ; une aire surfacique inférieure ou égale a
1500 pm?; un nombre de prolongements inférieur ou égal a 2 ; une longueur totale de ces
prolongements inférieure ou égale a 20 um ; et une longueur individuelle d’un prolongement
inférieure ou égale a 7 um. Si au moins 3 de ces parametres étaient vérifiés, la microglie était
considérée amiboide. Les cellules microgliales remplissant moins de 3 de ces différents

parameétres sont considérées comme étant des cellules microgliales dites « transitionnelles ».

Pour I’étude de 1a dynamique microgliale, nous avons quantifie la distance parcourue par

le corps cellulaire des cellules microgliales.

4.2. Activité calcique neuronale

Pour étudier I’activité calcique neuronale, un time-lapse d’un unique plan focal a été
acquis. L’excitation du fluorochrome GFP a été réalisée par un laser argon, excitant
I’échantillon a 488 nm. Le signal émis récupéré est dans la gamme [493 ; 550] nm. L’ unique
plan est imagé pendant 45 minutes & 1 heure (entre les 5™ et 6°™ heures de traitement) a la

résolution 512 x 512 afin d’avoir une vitesse d’acquisition d’environ 2 images par seconde.

L’intensité de fluorescence du tectum optique a €té mesurée au cours du temps a I’aide
d’une macro sur ImagelJ, écrite par Alexandre Brenet, un ancien doctorant de 1’équipe. Les

variations de fluorescence (AF/Fo) ont été calculées sur Microsoft Excel en soustrayant la valeur
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moyenne de I’intensité de fluorescence de toutes les images d’un méme film (Fo) a F, la valeur

de I’intensité d’une image donnée, et en divisant le tout par Fo :

AF F —F,
Fo  Fy

Variation de fluorescence =

De plus, une correction est ajoutée afin de remédier a la dérive de fluorescence au cours
du temps qui peut avoir lieu lors de longues acquisitions : la moyenne des valeurs les plus basses
(valeurs situées en dessous de la médiane) dans une fenétre glissante de 20 secondes autour
d’une image a été soustraite. Les variations de fluorescence supérieures a 0,035 ont été

considérées comme des événements calciques apreés vérification visuelle.

V. ETUDE DE L’INFLAMMATION ET DE L’ACTIVITE NEURONALE PAR
RT-QPCR

Le profil inflammatoire des larves a été étudié par RT-qPCR en quantifiant I’expression
de différentes cytokines (il-1p, il-8, il-4 et tgf-3). Une cinétique de ce profil a été réalisée entre
0 h et 6 h d’exposition pour I’inflammation globale. Pour la neuroinflammation et
I’inflammation en I’absence de microglie aprés microinjection du MO PU.1, le profil

inflammatoire a été ¢tudié apres 6 h d’exposition au DMSO ou au DFP.

L’activité neuronale a également pu étre étudiee par RT-gPCR en quantifiant 1’expression
de fosab, orthologue dans le poisson zebre de c-Fos (chez les mammiféres). Cette étude a été

réalisée apres 6 h d’exposition au DMSO ou au DFP.

5.1. Obtention des échantillons

5.1.1. Inflammation globale et activité neuronale
Pour I’étude de I’inflammation globale, les échantillons ont été obtenus de la fagon
suivante. Les larves de 5 jpf ont été exposées au DMSO 1% ou au DFP 15 puM pendant le temps
souhaité (Oh,1h,2h,3h,4h,5hou6 h). Les larves ont ensuite éte distribuéees dans des tubes
de 1,5ml a raison de 7 larves par tube. Le liquide dans lequel les larves baignent a été
entierement retiré et les tubes ont été rapidement placés sur carboglace pour congélation. Les

échantillons congelés ont finalement été conservés a -80°C jusqu’a utilisation.
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La méme procédure est appliquée pour 1’étude de I’activité neuronale par quantification

de fosab a la seule différence qu’un seul temps d’exposition a été étudié (6 heures).

5.1.2. Neuroinflammation
Pour étudier la neuroinflammation, les larves de 5 jpf ont été exposées au DMSO 1% ou
au DFP 15 pM pendant 6 h. Le cerveau des larves a ensuite été disséqué. Une fois un cerveau
dissequé, il est placé dans un tube de 1,5 ml contenant 100 pl d’un tampon de lyse (tampon
LB1 du kit d’extraction RNA XS Plus de Qiagen). Ce tampon de lyse permet notamment
d’inactiver les RNases, ce qui permet d’éviter la dégradation des ARN. Une fois que le tube
contient 10 cerveaux disséqués, le tube est placé sur carboglace pour congélation. Les

échantillons sont ensuite conserves a -80°C jusqu’a utilisation.

5.2. Extraction d’ARN et dosage

Les échantillons sont extraits a 1’aide du kit d’extraction RNA XS Plus (Qiagen) et selon
le protocole décrit par le fournisseur, aprés avoir broyé les larves a I’aide d’une seringue de

1 ml, équipée d’une aiguille 26G 7/8".

Apres extraction, les échantillons d’ARN sont conservés dans la glace le temps du dosage.
Le dosage d’ARN a été mesuré par le spectrophotométre NanoDrop 2000 (ThermoScientific).
Un aliquot de 1 pl est fait pour chaque échantillon afin de vérifier la qualité de I’ARN extrait.

Les échantillons d’ARN sont ensuite conservés a -80°C jusqu’a utilisation.

5.3. Vérification de la qualité de PARN

Aprés chaque extraction, la qualité des ARN est vérifiée par électrophorese afin de
s’assurer qu’ils ne soient pas dégradés. Pour cela, on dénature I’ARN a la chaleur et en présence
de formamide, qui va permettre de garder I’ARN sous sa forme dénaturée. L’échantillon est
ensuite refroidi brusquement en le mettant dans la glace. En paralléle, on prépare un gel
d’agarose 1% avec du tampon TBE (Tris/Borate/EDTA) dans lequel on rajoute 0,5% (5 pl pour
100 ml d’agarose 1%) de bromure d’éthidium (BET). Une fois le gel coulé et les echantillons
et le marqueur de poids moléculaire déposés, on laisse migrer a 100 V pendant 30-45 minutes

et on révéle le gel par UV.
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L’intégrité des échantillons d’ARN est validée lorsque les 2 bandes d’ARN ribosomique
28S et 18S sont bien visibles.

5.4. Transcription inverse (RT)

Une fois I’intégrité des échantillons d’ARN vérifiée, on effectue une transcription inverse
(RT, pour reverse transcription) afin d’obtenir de I’ADN complémentaire (ADNc) a partir de
I’ARN. Pour cela, a I’aide des données issues du dosage d’ARN, on effectue la RT de 1 pg
d’ARN en utilisant le kit iScript™ cDNA Synthesis (Bio-Rad).

L’ADNCc obtenu est conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

5.5. PCR quantitative (QPCR)

Aprés obtention de I’ADNCc, on réalise la PCR quantitative (qPCR) avec I'iQ™ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad). Les échantillons sont passés en triplicats. Les amorces ont été
congues pour couvrir une jonction exon-exon afin d’éviter I’amplification d’un éventuel

contaminant d’ADN génomique. IIs ont été produits par Eurofins Genomics.

Geéne Forward/Reverse Séquence
il-1p Forward 5’-CTT AAC CAG CTC TGA AAT GAT G-3’
Reverse 5’-TGT CGC ATC TGT AGC TCATTG-3’
il Forward 5>-TGACCATCATTG AAG GAATGA G-3
Reverse 5’-CAT CAA GGT GGC AAT GAT CTC-3’
4 Forward 5’-GAG ACA GGA CAC TAC TCT AAG-3’
Reverse 5’-GTT TCC AGT CCC GGT ATATG-3’
tgf-43 Forward 5’-AAA ACG CCAGCAACCTGT TC-3°
Reverse 5’-CCT CAACGT CCATCCCTCTG-3
Forward 5’-AAC CAG ACT CAG GAG TTC AC-3’
fosab Reverse 5’-GGA GAA AGC TGT TCA GAT CTG-3’
thp Forward 5’-GTG CAC AGG AGC CAA AAG TG-3’
Reverse 5’-GTT CAT AGC TGC TAA ACT GCT G-3°

Tableau 3 : séquences des amorces utilisées pour la qPCR
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La gPCR est réalisée avec un thermocycleur CFX384 (Bio-Rad) et les données sont
analysées avec le logiciel CFX Maestro de Bio-Rad. Les niveaux d’expression sont rapportés a
celui du gene de référence tbp puis sont normalisés par rapport aux valeurs de la condition

controle.

VI. STATISTIQUES

Toutes les données ont été analysées et mises sous forme de graphiques avec GraphPad
Prism 5 ou 9. La normalité des données a été Vérifiée avec le test de normalité de
d’Agostino-Pearson. Les données ne suivant pas une distribution selon la loi normale ont été
comparées entre elles a 1’aide d’un test de Mann-Whitney. Dans le cas contraire, un t-test
bilatéral de Student a été effectué avec la correction de Welch si les variances des groupes
étaient différentes, ou sans la correction de Welch dans le cas contraire. Le seuil de
significativité choisi est p <0,05.

Dans le cas ou 2 facteurs étaient étudiés (traitement au DFP et présence ou non de

microglie), une ANOVA a 2 voies a été effectuée suivi d’un post-test de Tukey.
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PARTIE | : DEFAUTS COMPORTEMENTAUX, HYPEREXCITATION
NEURONALE ET MORT CELLULAIRE CEREBRALE

“Organophosphorus diisopropylfluorophosphate intoxication in
zebrafish larvae causes behavioral defects, neuronal hyperexcitation
and neuronal death”

Alexandre Brenet*, Julie Somkhit*, Rahma Hassan-Abdi, Constantin Yanicostas, Christiane

Romain, Olivier Bar, Alexandre Igert, Dominique Saurat, Nicolas Taudon, Gregory Dal-Bo,
Florian Nachon, Nina Dupuis & Nadia Soussi-Yanicostas

* 1 co-premiers auteurs

Publié le 4 Octobre 2019 dans le journal Scientific Reports, doi : 10.3390/cells8101199

Résumé de Particle

Largement utilisés en tant que pesticides ou agents de guerre, les organophosphorés (OP)
représentent un réel danger de santé publique. Ces composés chimiques agissent en inhibant
’acétylcholinestérase (AChE), une enzyme chargée de dégrader 1’acétylcholine (ACh) et ainsi
de mettre fin a une transmission synaptique. Les traitements actuels contre 1’intoxication aigué
aux OP sont efficaces s’ils sont administrés rapidement, mais 1’inhibition de I’AChE par les OP
peut vite devenir réfractaire a ces derniers, d’ou le besoin de nouvelles approches
thérapeutiques. Pour pallier ce besoin, il est nécessaire de développer un modele animal
d’intoxication aux OP qui permettrait le criblage de molécules. Cet article déecrit la mise au
point d’un mod¢le d’intoxication aigué au diisopropylfluorophosphate (DFP), un OP
modérément toxique et analogue au sarin, en utilisant le poisson zébre. Nous avons montré que
suite a une exposition aigué au DFP, les larves de poisson zébre reproduisent les caractéristiques
principales d’un empoisonnement aux OP : on observe dans un premier temps une inhibition
rapide de I’AChE, suivie au niveau périphérique par une paralysie, et au niveau central par une
hyperexcitabilité neuronale, signe caractéristique des crises épileptiformes. Ces crises sont
d’ailleurs calmées grace a I’action du diazépam, connu pour ses propriétés anti-convulsivantes
et anti-épileptiques. Par ailleurs, nous avons également observé une augmentation de la mort
cellulaire dans le cerveau des larves exposées au DFP ainsi qu’une augmentation de
I’expression de marqueurs de synapses excitatrices (E) et une diminution de 1’expression de
marqueurs de synapses inhibitrices (1). Ces modifications moléculaires, déja observées dans des
modeles rongeurs d’intoxication aux OP, indiquent un déséquilibre de la balance synaptique
E/I en faveur de 1’excitation, qui pourrait étre a I’origine de I’hyperexcitabilité neuronale. Ces
résultats montrent la pertinence de notre modéle pour 1’étude de la pathophysiologie des
intoxications aux OP et la recherche de nouveaux antidotes.
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Résumé graphique de Particle

N Locomotion

A Ca? activity

by &
= -
- - AChE AChE| %%
AC 8 - 1 s & =)
h..E-’ .. e .1‘_.3 ‘ e ‘ - ‘1

N AChE activity

DMSO

(control)

DFP
1% Ny " 15.M
Yo

ZAN

A1 Cell death in the brain

Glutamate | /=

Glutamate | 7=

S50 ¥

NMDAR

/1 NR2B-NMDA

| %% «|Glutamate [+« « [Glutamate
\ B0 es/er] |\ ERETe
e S~ N\
e GABA | ™ g GABA |
ea;::.% NGABAR ﬂ:::" '
Gephyrin ) '\‘ Gephyrin J,/
N GAD65/67
N Gephyrin




www.nature.com/scientificreports

scientific reports

W) Check for updates

Organophosphorus
diisopropylfluorophosphate (DFP)
intoxication in zebrafish larvae
causes behavioral defects, neuronal
hyperexcitation and neuronal
death

Alexandre Brenet'*, Julie Somkhit'#*, Rahma Hassan-Abdi?, Constantin Yanicostas?,
Christiane Romain?, Olivier Bar, Alexandre Igert?, Dominique Saurat?, Nicolas Taudon?,
Gregory Dal-Bo?, Florian Nachon?, Nina Dupuis?® & Nadia Soussi-Yanicostas'>**

With millions of intoxications each year and over 200,000 deaths, organophosphorus (OP) compounds
are an important public health issue worldwide. OP poisoning induces cholinergic syndrome, with
respiratory distress, hypertension, and neuron damage that may lead to epileptic seizures and
permanent cognitive deficits. Existing countermeasures are lifesaving but do not prevent long-

lasting neuronal comorbidities, emphasizing the urgent need for animal models to better understand
OP neurotoxicity and identify novel antidotes. Here, using diisopropylfluorophosphate (DFP), a
prototypic and moderately toxic OP, combined with zebrafish larvae, we first showed that DFP
poisoning caused major acetylcholinesterase inhibition, resulting in paralysis and CNS neuron
hyperactivation, as indicated by increased neuronal calcium transients and overexpression of the
immediate early genes fosab, junBa, npas4b, and atf3. In addition to these epileptiform seizure-

like events, DFP-exposed larvae showed increased neuronal apoptosis, which were both partially
alleviated by diazepam treatment, suggesting a causal link between neuronal hyperexcitation and cell
death. Last, DFP poisoning induced an altered balance of glutamatergic/GABAergic synaptic activity
with increased NR2B-NMDA receptor accumulation combined with decreased GAD65/67 and gephyrin
protein accumulation. The zebrafish DFP model presented here thus provides important novel insights
into the pathophysiology of OP intoxication, making it a promising model to identify novel antidotes.

Organophosphorus (OP) compounds comprise highly poisonous substances widely used as chemical pesticides
but also as warfare agents. As a result of their massive use for agricultural purposes worldwide, OP poisoning rep-
resents a major public health issue with 3 million severe intoxications reported annually and more than 200,000
deaths, primarily suicides'~*. OPs are potent inhibitors of cholinesterases, including acetylcholinesterase (AChE),
whose blockade causes a massive accumulation of acetylcholine and overstimulation of cholinergic receptors
(ChRs) at both neuromuscular junctions and CNS cholinergic synapses™ In the brain, ChR hyperactivation
causes epileptic seizures, which if not rapidly treated, may develop into life-threatening status epilepticus (SE)*
Besides their immediate toxicity, OPs also cause long-term neurological comorbidities, such as psychomotor
deficits and recurrent seizures”®. Existing countermeasures combine ChR agonist atropine with an AChE reac-
tivator such as 2-PAM, often associated with y-aminobutyric acid receptor (GABAR) agonist diazepam (DZP).
These treatments are lifesaving, but do not reverse brain damage or prevent subsequent occurrence of seizures
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or psychomotor deficits, emphasizing the need for new, more potent antidotes. To meet this need, an animal
model of OP poisoning that would faithfully reproduce the consequences of OP intoxication in humans and be
amenable to drug screening would help achieve a better understanding of the pathophysiology of OP poisoning
and identify therapeutic entities counteracting the harmful effects of these compounds. Although it has long
been known that acute OP intoxication causes neuropathological changes in the brain®'}, the precise nature of
these changes and their extent remain under-researched.

Here, we describe a zebrafish model of OP poisoning and characterize the neuron defects induced by acute
intoxication. Over the past decade, besides its rapidly expanding use as a human disease model'*™'¢, the zebrafish
has become one of the leading animal models for toxicology research and drug discovery'”. The zebrafish is
a versatile, powerful and easy-to-breed vertebrate model that offers significant advantages for in vivo drug
screening and neurotoxicology investigations. These advantages include a CNS that displays an overall organi-
zation similar to that of mammals with full conservation of the different neuronal and glial cell types and all
neurotransmitters'®-?%. To model OP poisoning in zebrafish, we chose DFP, an OP analogue of the warfare agent
sarin, but less volatile and much less dangerous, that has been widely used as a prototypic OP in toxicology
research. In particular, previous studies in rodents have shown that acute DFP poisoning causes potent AChE
inhibition, inducing epileptic seizures, neuronal death, memory impairment and neuroinflammation®?.

To better understand the physiopathology of OP poisoning and subsequent neuronal deficits, we combined
behavioral analysis and in vivo recording of neuronal calcium transients with molecular and immunocyto-
chemical approaches. Our data showed that zebrafish larvae exposed to DFP displayed major inhibition of
AChE activity correlated with reduced motor activity. DFP poisoning also induced CNS hyperexcitation as
shown by both the large increase in the number of calcium transients in brain neurons and the overexpression
of the immediate early genes (IEGs) fosab, junBa, npas4b, and atf3, transcription factor encoding genes which
are transcribed to high levels in the very first hours that follow neuron excitation and epileptic seizures**?. In
addition to epileptiform seizures, DFP exposure also caused an increased neuronal apoptosis, both partially miti-
gated by diazepam administration, suggesting that the increased neuronal apoptosis was a direct consequence of
neuronal hyperexcitation. Last, DFP poisoning caused increased NR2B-NMDA subunit receptor accumulation
combined with decreased accumulation of both GAD65/67 and gephyrin proteins, suggesting that DFP exposure
promotes epileptiform neuronal hyperexcitation as a result of a shift in the glutamatergic/ GABAergic balance
activity toward glutamate-mediated excitation.

The zebrafish model of DFP poisoning faithfully reproduces the neuronal deficits observed in both humans
and rodents exposed to DFP, and also provides interesting new insights into the neurotoxicity of OP agents,
making it a promising tool to identify novel, more potent antidotes.

Results

Larvae exposed to DFP showed increased mortality, reduced motility and AChE inhibition. In
order to study DFP toxicity, 5 days post-fertilization (dpf) larvae were exposed to DFP and several classic fea-
tures of OP poisoning were assessed (Fig. 1a). First, we determined DFP toxicity in zebrafish, by exposing 5
dpf larvae to increasing concentrations of DFP (15, 20, 30 and 50 pM) and recording larval survival over a 6 h
period. Results showed that all larvae exposed to either 30 uM or 50 uM died during the 6 h incubation period
and displayed major morphological defects, such as curved tails and shorter body length, whereas 50% of those
exposed to 20 uM died and showed mild morphological defects (Fig. 1b and Supplementary Fig. 1). As we aimed
at investigating brain damage associated with mid-acute DFP toxicity, we selected the concentration of 15 pM,
which causes a larval lethality of 20% (LC20) and no visible phenotypic defects in surviving larvae. We also
checked that DFP was not hydrolyzed during the 6 h incubation time and results showed that DFP diluted in fish
water (FW) was almost stable with an average loss of 2% per hour, approximately (Fig. 1c). Then, we analyzed the
phenotype of larvae exposed to 15 uM DFP for 6 h and we observed no phenotypic defects in surviving larvae
(Fig. 1d-h), except a slight reduction of body length (Fig. 1i). Histopathological analysis also indicated that fol-
lowing a 6 h exposure to 15 uM DFP, surviving larvae did not show any visible histological abnormalities in the
brain (Supplementary Fig. 2).

As AChE inhibition is the key hallmark of OP poisoning, we next measured AChE activity in larvae exposed
to 15 uM DFP, and we observed a 50% decrease in AChE activity as early as 2 h after DFP addition, worsening
to 25% residual activity from 4 h exposure onwards (Fig. 1j). We next investigated whether the decreased AChE
activity was correlated with the paralysis of the larvae. Results showed that DFP-treated larvae displayed a mark-
edly decreased locomotor activity compared to control larvae as early as 2 h after DFP addition, as indicated by
the distance traveled by larvae, which was recorded using a Zebrabox (ViewPoint) automated device (Fig. 1k).
Thus, after DFP exposure, zebrafish larvae displayed reduced motor activity as the likely result of a massive
AChE inhibition.

DFP exposure induced neuronal hyperexcitation. Increased transcription of the IEG c-Fos in brain
neurons has been repeatedly observed following epileptic seizures®® As a first investigation of the consequences
of DFP poisoning on neuronal activity, we therefore studied, by immunocytochemistry, the accumulation of
the Fosab protein, the zebrafish orthologue of c-Fos, in the brain of DFP-treated and control larvae (Fig. 2a,b).
Results clearly indicated that DFP-treated larvae displayed a highly significant increase in the number of neurons
expressing Fosab (p<0.0001) in both the optic tectum (Fig. 2c-e), and telencephalon (Supplementary Fig. 3).
To further investigate whether DFP exposure induces overexpression of other IEGs, we analyzed, by qRT-PCR,
the expression in the brain of fosab, atf3, junBa, npas4a, and npas4b, the zebrafish orthologues of C-FOS, JUNB,
ATF3, and NPAS4, respectively, four genes that are expressed at high levels in the very first hours that follow
epileptic seizures in pharmacological models of epilepsy in rats?. Interestingly, QRT-PCR showed a significant
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Figure 1. DFP-exposed zebrafish larvae displayed reduced motility and AChE inhibition. (a) As experimental
set-up, 5 dpf larvae were exposed to 15, 20, 30 or 50 uM DFP or vehicle (1% DMSO) and larval lethality,
phenotypic defects, motor activity, and AChE activity were studied during the next 6 h. (b) Lethality rates of

5 dpf larvae exposed for 6 h to 15, 20, 30 or 50 uM DFP and selection of 15 uM DFP as optimal concentration
(LC20). (c) Residual concentrations of DFP measured at different time points from a 15 uM solution diluted in
fish water (E3 medium). (d,e) Morphology of 5 dpf larvae exposed for 6 h to either vehicle (d) or 15 pM DFP
(e). (f) Scheme depicting measurements of zebrafish larva morphology. (g-i) Quantification of eye diameter
(g), head size (h) and body length (i) in larvae exposed for 6 h to either vehicle (n=26) or 15 uM DFP (n=26)
(Student’s unpaired ¢-test: n.s., non-significant; *, p <0.05). (j) Quantification of AChE activity in larvae exposed
to 15 uM DFP (n=5) or vehicle (n=5), for 2, 4, and 6 h (two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons
test: %, p<0.0001). (k) Motor activity of 5 dpf larvae exposed to either 15 uM DFP (n=44) or vehicle (n=12)
(two-way ANOVA with SidaK’s multiple comparisons test: **, p <0.01; ***, p <0.001).
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Figure 2. DFP exposure induces overexpression of the IEGs fosab, atf3, junBa, and npas4b. (a) As experimental
set-up, 5 dpf larvae were exposed for 6 h to either 15 uM DFP or vehicle (1% DMSO) before processing

for either Fosab immunostaining or brain dissection followed by RNA extraction and qRT-PCR analysis.

(b) Scheme of a 5 dpf larva head with the red box showing the region of interest in the brain, uncovering the
optic tectum (OT). (c,d) Fosab immunolabeling of optic tectum neurons in 5 dpf larvae exposed to either
vehicle (c) or 15 uM DFP (d). Scale bar: 20 pm. (e) Quantification of Fosab-expressing neuron density in the
optic tectum of 5 dpf larvae exposed to either vehicle (N=3; n=8) or 15 uM DFP (N=3; n=11) (unpaired t-test:
%, p<0.0001). (f) QRT-PCR analysis of the accumulation of fosab, atf3, junBa, npasda and npas4b RNAs
relative to that of tbp in 5 dpf larvae exposed to either vehicle (n=6) or 15 uM DFP (n=6) (Student’s unpaired
t-test: n.s., non-significant; ¥, p <0.05; ***, p<0.001; ****, p<0.0001). N=number of larvae and n=number of
slices. Abbreviations: NP, neuropil; SPV, stratum periventriculare.

increase in the accumulation of fosab (control: 0.989 +0.088 vs. DFP: 5.305 +0.804; p <0.0001), junBa (control:
0.938+£0.197 vs. DFP: 4.619+0.603; p <0.001), atf3 (control: 0.993 +0.047 vs. DFP: 5.723 +0.603; p <0.003), and
npas4b (control: 1.007 +0.054 vs. DFP: 1.294 £0.109; p <0.05), in larvae exposed to DFP when compared to that
observed in controls (Fig. 2f), suggesting that DFP exposure causes neuronal hyperexcitation. Note that expres-
sion of the second zebrafish orthologue of NPAS4, npas4a, did not change following DFP exposure (control:
1.03+0.228 vs. DFP: 1.226 +1.175; p=0.5) (Fig. 2f).

We then sought to visualize the increased neuronal activity in larvae exposed to DFP using calcium imaging
(Fig. 3a,b), a technique that fully reflects neuronal activity in zebrafish epilepsy models in vivo'*#?. Five dpf larvae
from the transgenic line Tg[Huc:GCaMP5G] were treated with DFP or vehicle (DMSO) and calcium transients
were recorded during the following 6 h using time-lapse confocal microscopy (Supplementary Videos 1 and
2). Interestingly, in DFP-treated larvae, we observed numerous intense calcium transients, from approximately
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1 h post-exposure onward, which were highly reminiscent of those seen in zebrafish genetic epilepsy models'*.
Moreover, these calcium transients were mostly seen in the neuropil region, where a large number of synaptic
connections occur (Fig. 3c—f). Quantification of calcium fluorescence signals confirmed that as early as 1 h after
DFP addition, massive calcium transients were detected in DFP-treated larvae (Fig. 3g). We also observed a
significant increase in the frequency of the calcium transients from 2 h post-exposure onward (Fig. 3h). Impor-
tantly, 3 h after DFP exposure, all larvae displayed numerous massive calcium transients, which were never
observed in control larvae, strongly suggesting that zebrafish larvae exposed to acute DFP poisoning display
massive neuronal hyperexcitation reminiscent of epileptic seizures. Diazepam (DZP), a GABA receptor agonist
of the benzodiazepine family and a component of existing OP cocktail antidotes®, is a well-known inhibitor of
neuronal excitation. We therefore checked whether administration of DZP was able to mitigate the increased
number and intensity of calcium transients seen in DFP-exposed larvae. Data showed that massive calcium
transients seen in larvae exposed for 5 h to 15 uM DFP were markedly reduced in the minutes that followed
the addition of 40 uM DZP (Fig. 3i,j), suggesting that the zebrafish DFP model faithfully reproduces the physi-
opathology of OP poisoning in humans.

DFP exposure induces increased cell apoptosis. Exposure to warfare OP nerve agents, such as soman,
sarin, or VX, causes massive neuronal loss in both humans and animal models**-3*. We therefore examined
whether DFP exposure also caused increased cell death, using both in vivo acridine orange (AO) staining, a vital
marker that labels fragmented DNA during late apoptosis stages, and immunodetection of activated-caspase-3
(Act-casp3), a marker of mid-early apoptosis stages (Fig. 4a,b). Interestingly, DFP-exposed larvae displayed a
significantly increased number of neurons expressing Act-casp3 compared to that observed in controls (Fig. 4c-
e). In addition, in vivo AO labeling confirmed that DFP exposure caused an increased cell apoptosis (Fig. 4f-i).
We then investigated whether the increased number of apoptotic cells seen in DFP-treated larvae was a direct
consequence of neuronal hyperexcitation. To this end, 5 dpf larvae were co-treated for 6 h with 15 uM DFP and
40 uM DZP, and cell apoptosis was visualized by AO labeling. Results indicate that DZP was able to partially
alleviate DFP-induced cell apoptosis (Fig. 4h,i), strongly suggesting a link between neuronal hyperexcitation
and cell death.

Increased NR2B-NMDA subunit receptor expression and decreased GAD65/67 and gephyrin
protein accumulation in DFP exposed larvae. It has been shown that following OP exposure, neu-
ronal seizures are associated with both an increased glutamatergic response and excessive NMDA receptor
activation®*¢. To examine whether accumulation of the NR2B-NMDA subunit receptor, a component of the
main excitatory glutamate receptor, was modified following DFP exposure, brain sections of larvae exposed
to DFP or controls were analyzed by immunocytochemistry using an anti-NR2B-NMDA antibody (Fig. 5a,b).
Interestingly, results showed a clear increase in the accumulation of NR2B-NMDA protein in the tectal neuropil
of DFP-exposed larvae, compared to that seen in controls (Fig. 5¢,d). Moreover, the DFP-induced increased
NR2B-NMDA accumulation at excitatory synapses was confirmed by quantification of synaptic puncta in the
tectal neuropil (Fig. 5¢). We also analyzed the synaptic protein gephyrin, which is a scaffolding protein expressed
at the inhibitory post-synaptic terminals (Fig. 5a,f). Quantification of this labeling showed a marked decrease in
gephyrin synaptic puncta density in the tectal neuropil in DFP-exposed larvae compared to controls (Fig. 5g-i).
In contrast no NR2B-NMDA or gephyrin immunolabeling were observed in cell bodies of the stratum perive-
ntricular (Supplementary Fig. 4). To further characterize brain reorganization induced by DFP exposure, we
analyzed, by immunohistochemistry, the accumulation of glutamate decarboxylase 65/67 (GAD65/67), the
enzymes involved in GABA synthesis, the main inhibitory transmitter (Fig. 5a,j). Interestingly, quantification
of immunolabeling signals indicated that DFP-treated larvae displayed markedly decreased accumulation of
GADG65/67 proteins (Fig. Sk-m). Altogether, these results strongly suggest that DFP exposure induces neuronal
hyperexcitation as a result of simultaneous increased glutamatergic activity and decreased GABAergic signaling.

Discussion

Because of the widespread use of organophosphorus (OP) compounds for agricultural purposes and the lack
of fully effective countermeasures, OP poisoning remains a major public health issue worldwide, with several
million intoxications and over 200,000 deaths reported each year®”*, emphasizing the need for fully efficient
antidotes to alleviate OP toxicity. To help fill this gap, we used the possibilities offered by zebrafish larvae and
developed a vertebrate model of OP poisoning to investigate the consequences of OP exposure on neuronal
functions and neuronal network activity. As an OP compound, we chose DFP, a moderately toxic compound
previously used for OP toxicology research®. In good agreement with the results gained with rodent OP poi-
soning models®*’, zebrafish larvae exposed to DFP displayed marked AChE inhibition and muscle paralysis,
two important hallmarks of OP poisoning. More importantly, unlike rodent OP intoxication models, in which
premature death due to respiratory failure must imperatively be prevented by the simultaneous addition of low
dose atropine and oximes, there is no need to treat DFP-exposed zebrafish with acetylcholine modulators, mak-
ing DFP-exposed zebrafish larvae an accurate animal model to investigate the physiopathology of OP poison-
ing. In particular, as a pure OP poisoning model, zebrafish larvae also offer a powerful tool to test the effects of
anti-convulsive agents or other OP antidotes, in the absence of either muscarinic antagonists or cholinesterase
reactivators.

Previous results in both humans and rodent models have shown that acute OP poisoning causes neuronal
hyperexcitation leading to epileptic seizures®. In good agreement with this observation, we first observed that
zebrafish larvae exposed to DFP displayed a considerably increased accumulation of the Fosab protein in brain
neurons. c-Fos is a member of the IEG family, widely used as a molecular marker of neuronal activity, and
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«Figure 3. DFP exposure caused neuronal hyperexcitation. (a) As experimental set-up, 5 dpf
Tg[Huc:GCaMP5G] larvae were exposed to either 15 uM DFP or vehicle (1% DMSO), and calcium transients
were recorded in brain neurons during the next 6 h. (b) Scheme of a 5 dpf larva head with the red box showing
the region of interest in the brain, uncovering the optic tectum (OT). (c,d) Snapshot views of calcium imaging
in a 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G] larva brain showing baseline calcium transients (c in Fig. 2e) and seizure-like
hyperactivity seen 3 h after exposure to 15 pM DFP (d in Fig. 2f). (e,f) Baseline calcium transients detected
in 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G] control larvae (n=3) (e) and massive calcium transients detected in 5 dpf
Tg[Huc:GCaMP5G] larvae exposed for 6 h to 15 pM DFP (n=4) (f). (g) Amplitude of calcium transients
detected in 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G] larvae at different time points following exposure to either 15 uM DFP
(n=4) or vehicle (n=3) (two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test: n.s., non-significant; **,
p<0.01; ***, p<0.001). (h) Number of calcium transients showing AF/Fy>0.04 in 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G]
larvae at different time points following exposure to either 15 uM DFP (1 =4) or vehicle (n=3) (two-way
ANOVA with SidakK’s multiple comparisons test: n.s., non-significant; **, p <0.01; ****, p<0.0001). (i) Pattern of
calcium transients seen in 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G] larvae exposed for 5 h to 15 uM DFP and then to 15 uM
DFP +40 uM diazepam (DZP) for an additional hour. (j) Number of calcium transients showing AF/F,>0.04
in 5 dpf Tg[Huc:GCaMP5G] larvae exposed for 5 h to 15 uM DFP and then to 15 pM DFP +40 uM diazepam
(DZP) for an additional hour (n=6) (Student’s unpaired t-test: **, p<0.01).

overexpressed in a large number of animal epilepsy models*'~**, suggesting that acute DFP exposure causes

neuronal hyperexcitation. Using qRT-PCR analysis we next showed that DFP exposure also induced a massive
accumulation of transcripts of the IEGs fosab, atf3, junBa, and npas4b, providing another indication that DFP
induces a massive neuronal hyperexcitation in zebrafish larvae. To further investigate whether DFP exposure
causes neuronal hyperexcitation, we used calcium imaging, a recent technology that enables the visualization
of neuronal excitation and epileptic seizures in living zebrafish larvae'#**, Interestingly, in larvae exposed to
acute DFP poisoning, we observed a massive increase in the number of neuronal calcium transients compared
to those seen in controls, and also a significant increase in the amplitude of the transients in DFP-treated larvae.
Last, these calcium transients detected in brain neurons of DFP-exposed larvae were significantly diminished
after addition of diazepam, a GABA receptor agonist. Altogether, these observations demonstrate that after acute
DFP poisoning, zebrafish larvae display epileptiform neuronal hyperexcitation. In humans suffering from acute
OP intoxication, whenever neuronal hyperexcitation is not rapidly treated, epileptic seizures eventually develop
into SE, a major life-threatening neurological condition®*, which also causes long-term brain damage**+’.
Interestingly, in the zebrafish model of OP poisoning presented here, we observed that almost all the larvae
displayed numerous massive calcium transients from 2 to 3 h after DFP exposure onward, which were strongly
reminiscent of those associated with generalized seizures seen in both genetic and pharmacological zebrafish
epilepsy models'*?’. Altogether, these findings strongly suggest that DFP exposure causes epileptiform neuronal
hyperexcitation in zebrafish larvae, eventually leading to a status epilepticus-like condition. This validated DFP
model could be used to identify novel OP antidotes, and especially neuroprotective entities preventing the long-
lasting neuronal morbidities associated with OP exposure. In particular, new AChE reactivators or other efficient
countermeasures could be identified on the basis of their ability to restore locomotor activity or counteract
epileptogenic effects of OP poisoning.

Together with AChE inhibition and epileptic seizures, massive neuronal death is another hallmark of OP
poisoning® also observed in DFP-exposed zebrafish larvae, as demonstrated by acridine orange staining and Act-
casp3 immunocytochemistry, two markers of late and mid-early apoptosis stages, respectively. Importantly, given
that the number of Act-casp3 positive cells was approximately doubled only 6 h after OP addition, and that the
cleavage of Pro-Caspase 3 into Act-casp3 is a mid-early stage event in the intrinsic apoptotic cascade, these data
suggest that DFP-induced neuronal apoptosis is initiated in the very first hours that follow OP poisoning, a time
frame also matching the massive calcium transients seen in DFP-treated individuals. Altogether, these results sug-
gest that the increased rate of neuronal apoptosis seen in DFP-treated individuals was a consequence of glutamate
excitotoxicity due to epileptiform neuronal hyperexcitation. Alterations in proteolytic cleavage of pro-caspase
1 and 3 have already been described in different experimental epilepsy models*®**°. However, the relationship
between neuronal excitation, glutamate excitotoxicity and neuronal apoptosis remains poorly understood. At
the cellular level, it has long been known that epileptiform neuronal hyperexcitation relies on massive glutamate
releases, inducing glutamate receptor over-activation at glutamatergic excitatory synapses*~¢. In the case of OP
poisoning, it has been shown that acute OP intoxication induces activation of NMDA receptors®, which in turn
causes neuronal seizures and apoptosis*®!. Interestingly, in the model of OP poisoning presented here, hyper-
excitation of brain neurons was correlated with both increased accumulation of the NR2B subunit of excitatory
NMDA receptor and decreased accumulation of gephyrin and GAD65/67 proteins, two important components
of GABAergic inhibitory signaling. These results suggest that after DFP poisoning, neuronal hyperexcitation is
due to a shift in the glutamatergic/ GABAergic activity balance of brain neurons toward excitatory states.

We report here on a zebrafish model of OP poisoning that faithfully recapitulates the neuronal deficits
observed in humans, including AChE inhibition, epileptiform neuronal hyperexcitation, and neuronal apoptosis.
Moreover, this vertebrate model does not require the simultaneous addition of acetylcholine modulators, unlike
rodent models of OP poisoning, thus providing a pure and accurate model for large-scale in vivo screening of
entities that could restore CNS functions after OP poisoning and alleviate the long-term neurological sequelae
of such intoxication.
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Figure 4. DFP exposure increased cell apoptosis. (a) As experimental set-up, 5 dpf larvae were exposed to
either 15 uM DFP or vehicle (1% DMSO) for 6 h, before processing for either acridine orange (AO) staining

or anti-activated caspase-3 (Act-casp3) immunolabeling. (b) Scheme of a 5 dpf larva head with the red box
showing the region of interest in the brain, uncovering the optic tectum (OT). (c,d) Act-casp3 immunolabeling
of OT neurons in 5 dpf larvae exposed for 6 h to either vehicle (c) or 15 uM DFP (d). (e) Quantification of Act-
casp3-positive neurons in 5 dpf larvae exposed for 6 h to either 15 pM DFP (n=12) or vehicle (n=12) (Student’s
unpaired ¢-test with Welch's correction: ***, p <0.001). (f-h) Visualization of AO-labeled apoptotic neurons in

5 dpf larvae exposed for 6 h to either vehicle (f), or 15 uM DFP (g) or 15 uM DFP +40 uM diazepam (h). (i)
Quantification of the number of acridine orange positive cells in 5 dpf larvae exposed for 6 h to either vehicle
(n=24), or 15 uM DFP (n=17) or 15 uM DFP +40 uM diazepam (DZP) (n=10) (one-way ANOVA with Tukey’s
multiple comparisons test: *, p <0.05; ***, p<0.001). Scale bar: 50 um.

Materials and methods

Fish husbandry and zebrafish lines. Zebrafish were kept at 26-28 °C in a 14 h light/10 h dark cycle.
Embryos were collected by natural spawning and raised in E3 solution at 28.5 °C. To inhibit embryo pigmenta-
tion, 0.003% 1-phenyl-2-thiourea was added at 1-day post-fertilization (dpf). Wild-type AB fish was originally
purchased from the Zebrafish International Resource Center (Eugene, OR, USA) and Tg[HuC:GCaMP5G]
transgenic line® was a gift from Dr. George Debrégeas (Laboratoire Jean Perrin, Paris). These lines were raised
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Figure 5. DFP exposure caused increased NR2B-NMDA subunit receptor accumulation combined with
decreased gephyrin and GABA signaling. (a) As experimental set-up, 5 dpf larvae were exposed to either

15 uM DFP or vehicle (DMSO) for 6 h, prior to being processed for NR2B-NMDA, gephyrin or GAD 65/67
immunolabeling. (b) Scheme of 5 dpf larva head highlighting the tectal neuropils in green. (c,d) NR2B-NMDA
receptor immunolabelling of 5 dpf larvae brains exposed to either DMSO (c) or 15 uM DFP (d). Scale bar:

5 um. (e) Quantification of NR2B-NMDA puncta density in 5 dpf larvae treated for 6 h with either DMSO
(N=4; n=22) or 15 uM DFP (N=4; n=26) (Mann Whitney : ***, p<0.0001). (f) Scheme of 5 dpf larva head
highlighting the tectal neuropils in green. (g,h) Gephyrin immunolabelling of 5 dpf larvae brains exposed to
either DMSO (g) or 15 uM DFP (h). Scale bar: 5 pm. (i) Quantification of gephyrin puncta density in 5 dpf
larvae treated for 6 h with either DMSO (N=4; n=18) or 15 uM DFP (N=4; n=18) (Student unpaired ¢-test: **,
p<0.01). (j) Scheme of 5 dpf larva head highlighting stratum periventriculare in blue and green. (k,]) GAD65/67
immunolabelling of neurons in the optic tectum of 5 dpf larvae brains exposed to either DMSO (k) or 15 uM
DEFP (1). Scale bar :10 um. (m) Quantification of the density of neurons expressing GAD65/67 protein in the
optic tectum of 5 dpf larvae exposed to either DMSO (N=4; n=18) or 15 uM DFP (N=4; n=19) (Student
unpaired t-test : **, p<0.01). N=number of larvae and n=number of slices.
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in our facility. All animal experiments were conducted at the French National Institute of Health and Medical
Research (Inserm) UMR 1141 in Paris in accordance with European Union guidelines for the handling of labora-
tory animals (https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm), and were approved by
the Direction Départementale de la Protection des Populations de Paris and the French Animal Ethics Commit-
tee under reference No. 2012-15/676-0069.

DFP treatment. Diisopropylfluorophosphate (DFP) was purchased from Sigma Aldrich. A stock solu-
tion (5.46 mM), stored at—20 °C, was diluted extemporaneously to 15 pM in 1% DMSO/E3 medium. Control
zebrafish larvae were treated with 1% DMSO/E3 medium.

Measurement of DFP stability (see supplementary Materials & Methods).

Morphological analysis. Five dpf larvae were anesthetized and lateral views of the whole body were
acquired using a Zeiss Stereomicroscope at the same magnification. Body length, eye size, and head size were
then measured using ImageJ 1.52p (https://imagej.nih.gov/ij/). Body length was measured from the anterior tip
of the body to the caudal peduncle. Eye size and brain surface area were measured by specifying the eye and
brain boundaries.

Hematoxylin/eosin staining (see supplementary Materials & Methods).

Measurement of AChE activity (see supplementary Materials & Methods).

Zebrafish larval locomotor activity. Larvae locomotor activity was measured, as previously described'%,
using a Zebrabox (View Point), an automated infrared tracking device, with ZebraLab 5.13.0.240 software (https
:/[www.viewpoint.fr/en/home). Five dpf larvae were individually dispatched in a 96-well plate in approximately
200 pl of E3 medium containing either 1% DMSO or 15 uM DFP. The plate was then placed in the recording
chamber for a 30-min habituation in the dark and in silence. Locomotor activity was then recorded for 4 h using
the following settings: animal color was set to black and threshold detection to 12. The locomotion activity was
quantified as the sum of all pixels showing intensity changes during the recording time and plotted as “acting
units”

gqRT-PCR. For RNA isolation, larvae were homogenized using a syringe equipped with a 26G needle (7 lar-
vae per sample) using the RNA XS Plus kit (Qiagen, Hilden, Germany). cDNAs were synthesized using the
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Munich, Germany) and qPCR was performed using iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad). Samples were run in triplicate. Expression levels were normalized to that of the tbp gene.
The primers (Eurofins Genomics, Ebersberg, Germany) used are listed in Supplementary Table 1.

Neuronal calcium transient imaging. Calcium activity was recorded and quantified as previously
described in Brenet et al. (2019)'*. Five dpflarvae were paralyzed using 300 uM pancuronium bromide (PB) and
embedded in 1.3% low-melting agarose in the center of a 35 mm glass-bottomed dish, and then covered with
3 mL of E3 solution containing 300 uM PB. The recording chamber was then placed under a Leica SP8 laser scan-
ning confocal microscope equipped with a 20x/0.75 multi-immersion objective. Vehicle (1% DMSO) or DFP
(15 uM) was added to the E3 medium and calcium activity was recorded for 6 h. Calcium fluorescent signals
were recorded on a single focal plan, located approximately in the middle of the optic tectum, ata 512 x 512-pixel
image resolution and a frame rate of 2 images per second. Fluorescence intensity of each frame was measured
using a homemade macro on Image]J 1.52p (https://imagej.nih.gov/ij/). Fluorescence variations (AF/F,) were cal-
culated using Microsoft Excel (for Windows 2013, version 15.0.4569.1506) by subtracting the mean fluorescence
intensity of all frames (F,) and dividing the results by F. A subtraction of the mean value of the lowest (all values
under the median) within a 20 s sliding window around the point was finally applied to correct the fluorescence
drift occurring during long calcium recordings. Fluorescence variations greater than 0.04 AF/F, were considered
as calcium events upon visual confirmation since the detection system may detect false events.

Diazepam treatment. 5 dpfTg[Huc:GCaMP5G] larvae were exposed to 15 uM DFP for 5 h, PB-paralyzed
and embedded in 1.1% low-melting agarose in the center of a 35 mm glass-bottomed dish, and then covered
with an E3 solution containing 15 pM DFP and 300 uM PB. Calcium transients were first monitored for 30 min.
Diazepam (40 uM DZP, Sigma) was then added and calcium transients were recorded for an additional hour.
Visualization and recording of calcium transients were carried out as described above.

Acridine orange labeling of apoptotic cells. To quantify neuronal cell death, we used in vivo acridine
orange (AO) staining of fragmented DNA molecules in apoptotic cells. Five dpflarvae treated with either vehicle
or DFP were incubated for 30 min in AO (1/2000, VectaCell), thoroughly washed several times, PB-paralyzed
and agar-embedded. 120 pm stacks of brain sections were then acquired using a Leica SP8 laser scanning confo-
cal microscope equipped with a 20x/0.75 multi-immersion objective. In addition to AO staining, brains were
stained with anti-activated-caspase-3 and processed as previously described' (see supplementary Materials &
Methods).

Immunohistochemistry (see also Supplementary Table 2 for details on antibodies used). For
protein immunodetection, zebrafish larvae were fixed in 4% formaldehyde, incubated overnight in 15% sucrose

Scientific Reports |

(2020) 10:19228 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-76056-8 nature research


https://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm
https://imagej.nih.gov/ij/
https://www.viewpoint.fr/en/home
https://www.viewpoint.fr/en/home
https://imagej.nih.gov/ij/

www.nature.com/scientificreports/

at 4 °C, embedded in 7.5% gelatin/15% sucrose solution, flash frozen in isopentane at —45 °C and stored at
—80 °C until use. For gephyrin immunodetection, unfixed larvae were directly incubated for 30 min in 15%
sucrose at room temperature and then embedded in 7.5% gelatin/15% sucrose solution, flash frozen in isopen-
tane at —45 °C and stored at —80 °C until use. Frozen embedded larvae were cut into 20 um cryostat sections.
For Fosab staining, we strictly applied the protocol described by Chatterjee et al. (2015)%. For anti-GAD56/67
and anti-gephyrin immunolabeling, we used the endogenous biotin blocking procedure (Avidin/Biotin Blocking
Kit, Dako, code No. X0590) according to the manufacturer’s instructions. Sections were then blocked and per-
meabilized with 0.2% gelatine, 0.25% Triton X100 diluted in 1X PBS for 1 h at room temperature and then incu-
bated overnight at room temperature with either anti-GAD65/67 (1:300) or anti-gephyrin (1:100). After several
washes, GAD65/67 and gephyrin proteins were detected using biotinylated goat anti-rabbit and streptavidine
Alexa 488 (Molecular Probes; catalog No. $32355; used at 1:400 dilution). Sections were counterstained for
10 min with 0.1% DAPI (Sigma, St. Louis, MO). For anti-NMDA-NR2B, immunohistochemistry was performed
as previously described™. Briefly, brain tissue sections were blocked and permeabilized with 0.2% gelatin, 0.25%
Triton X100 diluted in PBS for 1 h at room temperature and then incubated overnight at room temperature
with anti-NMDA-NR2B antibody (1:300). After several washes, sections were incubated for 1 h with anti-rabbit
coupled to Alexa Fluor 488. Sections were counterstained for 10 min with DAPI (Sigma-Aldrich, used at 1:3000)
before mounting.

Quantification of NR2B and gephyrin puncta labeling. Sections stained with anti-NR2B-NMDA
and anti-gephyrin antibodies were imaged at full resolution (voxel size: 0.063 x0.063 x 0.3 pm) using a Leica
SP8 laser scanning confocal microscope equipped with a 63 x/1.4 oil-immersion objective. Images were then
processed with AutoQuant X3.1 software (https://www.mediacy.com/autoquantx3) and the density of NR2B
or gephyrin labeled puncta was quantified using a homemade Image] macro (Zsolt Csaba, Inserm UMR1141).
After stacking all images, a median filter was applied, a threshold on the fluorescence intensity was then set
to select NR2B-NMDA or gephyrin puncta. Puncta were identified as accumulation of more than two pixels
(0.126 pm) in diameter, which lead to an average punctum size of 0.34 um. The density of NR2B-NMDA or
gephyrin puncta were calculated by dividing the number of labeled puncta detected in the tectal neuropil by the
surface area of this region.

Quantification of Fosab- and GAD65/67-positive neuron density. Sections hybridized with anti-
Fosab and anti-GAD65/67 antibodies were imaged using a Leica SP8 laser scanning confocal microscope
equipped with a 40x/1.3 oil-immersion objective. The neurons expressing Fosab or GAD65/67 were manually
counted with Image] 1.52p (https://imagej.nih.gov/ij/) on sections of optic tectum or telencephalon. The number
of positive neurons was then divided by the surface area of the corresponding regions to calculate a density of
neurons expressing those proteins in larvae exposed to DFP or vehicle.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.4.3.686 (https://www.
graphpad.com/scientific-software/prism/). Data were first challenged for normality using the Shapiro-Wilk test.
Data with a normal distribution were analyzed by a two-tailed unpaired ¢-test. Data not showing normal distri-
bution were analyzed using a two-tailed Mann-Whitney test. All graphs show mean +s.e.m.

Data availability
The datasets generated during the current study are available from the corresponding author on reasonable
request.
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Supplementary Fig. 1. DFP exposure caused phenotypic defects and larval lethality. (a-e)
Phenotypes of 5 dpf larvae exposed to either vehicle (DMSO) for 6 h (a), or 15 uM DFP for 6 h
(b), or 20 uM DFP for 5 h (¢), or 30 uM DFP for 3 h (d), or 50 uM for 1 h (e). Scale bar: 1 mm.
(f) Survival curve of 5 dpf larvae exposed to either vehicle (DMSO) or 15, 20, 30 or 50 uM DFP.



Supplementary Fig. 2. Zebrafish larvae exposed for 6 h to 15 uM DFP do not show visible
phenotypic defects. (a-f) Horizontal (a, d) and sagittal (b, ¢, e, f) tissue sections of 5 dpf larvae (a,
b, d, e) and corresponding eyes (¢, f), following exposure for 6 h to either vehicle (DMSO) (a, b,
c¢)or 15 uM DFP (d, e, f)
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Supplementary Fig. 3 DFP exposure increase Fosab protein and gene expression. (a) In the
experimental set-up, 5 dpf larvae were exposed to either 15 uM DFP or vehicle (DMSO) for 6
hours, prior to being processed for either Fosab immunostaining or neuronal activity related gene
expression. (b) Scheme of 5 dpf larvae head with the red box showing the regions of interest in the
brain. (¢, d) Fosab immunolabelling of neurons in the telencephalon of 5 dpf larvae exposed to
DMSO (¢) or 15 uM DFP (d). Scale bar: 20 pm. (e) Quantification of the density of neurons
expressing Fosab protein in the telencephalon of 5 dpflarvae exposed to DMSO (N = 3; n = 8) and
15 uM DFP (N =3; n = 8) (unpaired ¢-test: **** P <(0.0001). N =number of larvae and » = number
of slices. Abbreviation: Tel, telencephalon.
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PARTIE |l : DEFAUTS RESPIRATOIRES

L’intoxication aux organophosphorés peut entrainer une paralysie musculaire et
notamment une paralysie respiratoire. Bien que les larves de poisson zebre ne possedent pas de
muscles respiratoires a proprement parler, nous avons voulu caractériser la respiration des
larves dans notre modele afin de déterminer si elle était impactée par 1’intoxication au DFP.
Pour cela, nous avons d’abord mis au point une technique simple permettant de mesurer la

consommation de dioxygéne de nombreuses larves de poisson zebre simultanément.

“A Fast, Simple, and Affordable Technique to Measure Oxygen
Consumption in Living Zebrafish Embryos”

Julie Somkhit*, Roxane Loyant* Alexandre Brenet, Rahma Hassan-Abdi, Constantin
Yanicostas, Mathieu Porceddu, Annie Borgne-Sanchez & Nadia Soussi-Yanicostas

* 1 co-premiers auteurs

Publié en Aot 2020 dans le journal Zebrafish, doi : 10.1089/zeb.2020.1878

Résumé de P’article technique

La respiration est un élément essentiel chez tous les animaux. Elle désigne a la fois les
échanges gazeux avec ’extérieur et les mécanismes cellulaires liés a la consommation de
dioxygene, comme la respiration mitochondriale par exemple. Cette respiration peut étre
anormale dans de nombreuses pathologies. Son étude peut ainsi permettre d’obtenir des
informations importantes sur 1’état physiologique des cellules ou de I’organisme vivant étudié.
Des meéthodes permettant la mesure de la respiration mitochondriale et de la glycolyse existent
déja mais le colit d’un tel équipement n’est pas accessible a tous. C’est pourquoi nous avons
développé une technique moins onéreuse permettant de mesurer la respiration globale des larves
de poisson zebre en utilisant un simple lecteur de plaque a fluorescence et la sonde MitoXpress
Xtra Oxygen Consumption Assay (Agilent). La fluorescence de cette sonde est inhibée par la
présence de dioxygéne. A mesure que le dioxygéne est consommeé, la sonde est libérée et
devient fluorescente. Le suivi de l’intensité de fluorescence permet donc de suivre la
consommation d’oxygene dans le milieu contenant les larves, ce dernier étant isolé de ’air

ambiant par une couche d’huile minérale, empéchant ainsi I’apport extérieur de dioxygene.

Le principe de la technique a été testé et vérifié en exposant les larves de poisson zebre a

des inhibiteurs connus de certains complexes de la chaine respiratoire mitochondriale.
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A Fast, Simple, and Affordable Technique
to Measure Oxygen Consumption
in Living Zebrafish Embryos
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Abstract

In all animal species, oxygen consumption is a key process that is partially
impaired in a large number of pathological situations and thus provides
informative details on the physiopathology of the disease. In this study, we
describe a simple and affordable method to precisely measure oxygen
consumption in living zebrafish larvae using a spectrofluorometer and the
MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay. In addition, we used zebra-
fish larvae treated with mitochondrial respiratory chain inhibitors, antimycin
A or rotenone, to verify that our method enables precise and reliable mea-
surements of oxygen consumption.

Keywords: respiration, zebrafish larvae, oxygen consumption

Introduction

ESPIRATION IS A KEY cellular function, which is altered in a great number of

disorders and animal disease models, thus providing a meaningful window to
interrogate the physiology of living cells and organisms." Automated devices al-
lowing precise measurement of both mitochondrial respiration (oxidative phosphor-
ylation) and glycolysis have been developed in recent years, but their price and cost
of usage restrain their use on a daily basis. To overcome this limitation, we describe
here a simple and affordable method that allows precise measurement of oxygen
consumption in living zebrafish larvae, using a simple spectrofluorometer and the
MitoXpress Xtra Oxygen Consumption Assay (Agilent), a quantitative test relying on
a fluorescent probe, which is quenched in a dose-dependent manner by O, molecules
(Fig. 1A).

Results

To assess the ability of this method to detect fine changes in O, consumption
in living zebrafish larvae, we measured O, consumption of pools of seven 5 days
post-fertilization wild-type individuals treated with either vehicle (1% dimethyl
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*Mitologics SAS, Faculté de Médecine, Créteil, France.
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FIG. 1. Real-time measurement of oxygen consumption in 5 dpf zebrafish larvae.
(A) Scheme of the experimental setup used to measure oxygen consumption in vivo
in zebrafish larvae, treated or not with MRC inhibitors, with an example of a filled
96-well microplate. Pools of seven 5 dpf larvae treated with MRC inhibitors or
untreated (control) were transferred to a 96-well microplate (Greiner Bio-One In-
ternational) and then incubated in the presence of the MitoXpress Xtra probe,
(Supplementary Data) a fluorescent molecule whose fluorescence is quenched in a
dose-dependent manner by O, through direct molecular interactions, thus making
fluorescence intensity inversely proportional to the amount of free O, dissolved in
the medium. (B) Real-time measurement of the oxygen consumption in larvae ex-
posed to MRC inhibitors or untreated, and blank (E3 medium without larva).
(C) Quantification of the oxygen consumption of larvae exposed to either 2 uM
rotenone or 10 uM AA. Whiskers represent the standard error of the mean. Rotenone
(n=36), AA (n=35), control (n=18), and blank (n=24), one-way ANOVA with
Tukey’s Multiple Comparison Test: ***p<0.0001. AA, antimycin A; ANOVA,
analysis of variance; dpf, days post-fertilization; MRC, mitochondrial respiratory
chain.

sulfoxide [DMSOY]), 2 uM rotenone, a specific inhibitor of the mitochondrial respi-
ratory chain (MRC) complex I, or 10 uM antimycin A (AA), a specific inhibitor of
the MRC complex IIT (Fig. 1A).>* As previously re?orted, we found that 1% DMSO
concentration had no effect on larval development.

Results showed that oxygen consumption of larvae exposed to 2 uM rotenone and
10 uM AA was 31% and 6%, respectively, of that observed in non-treated controls
(Fig. 1B, C, Supplementary Data), indicating that the method described allows reli-
able measurements of oxygen consumption. Thus, this simple and direct method can
be used to measure respiration in vivo in zebrafish intoxication and disease models.
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Supplementary Data

Preparation of Larvae

Pools of seven 5 days post-fertilization larvae were
transferred into the wells of a 96-well plate containing 200 uLL
of E3 medium (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl,,
and 0.33 mM MgSQ,). After 1 h of habituation, 110 uL of E3
medium was removed from each well, and 10 uL of a mixture
containing 10X mitochondrial respiratory chain inhibitor and
35 ug/mL MitoXpress Xtra (MitoXpress Xtra Reagent Pack;
Agilent), a fluorescent molecule that allows real-time mea-
surement of dissolved oxygen concentrations, was added.
Finally, 100 uL of mineral oil (MitoXpress Xtra Reagent
Pack; Agilent) was added to seal the wells and isolate the
reaction medium from ambient air oxygen.

Measurement of Oxygen Consumption

Oxygen concentrations were measured in real time for
90min at 28°C using a spectrofluorometer (Tecan Spark:
Aexcitation 38010M, Aemission 650nm). According to Agilent,
other spectrofluorometers can be used with the MitoXpress
Xtra assay. Results are expressed in percentage of O, con-
sumed, which were calculated as follows:

AUCproduct - A[JCblank
AUccomrol - AUCblank ’

O, consumption (%) = 100 x

where AUC is area under curve during exponential increase
of O, consumption.
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Résultats (non publiés)

La méthode ayant été testée et vérifiée, nous avons voulu caractériser la respiration dans
les larves de notre modéle d’intoxication au DFP. Pour cela, les larves ont été exposées au DFP
pendant 4,5 heures, puis la sonde a été ajoutée dans le milieu que nous isolons de 1’air ambiant
par 1’ajout d’huile minérale. La lecture de la fluorescence se fait ensuite pendant 1,5 heure,
amenant le temps d’exposition total au DFP a 6 h a la fin de I’expérience. Les données de cette
expérience nous ont permis de tracer des courbes de I’intensité de fluorescence au cours du
temps, qui est proportionnelle a la consommation de dioxygene (Figure 18A). Ces courbes
finissent par atteindre un plateau qui indique gque le milieu est dépourvu de dioxygene (O2). La
consommation d’Oz S’analysant sur la portion linéaire, on s’intéresse aux 20-30 premieres
minutes de I’enregistrement (Figure 18B). Contrairement a ce qui est décrit dans 1’article, nous
analysons ici la pente de la portion linéaire des courbes obtenues et non 1’aire sous la courbe.
Pour cela, nous effectuons une régression linéaire et nous nous intéressons au coefficient
directeur obtenu. Aprés normalisation par rapport aux valeurs obtenues pour la condition
contrble « DMSO », nous obtenons la vitesse relative de consommation d’O2 de nos larves
exposées au DFP. Ainsi, les résultats suggérent que ces dernieres « respirent » moins bien que
les larves controles. En effet, leur vitesse relative de consommation d’Oz est de 78 + 2% par
rapport a celle des contréles (Figure 18C), indiquant donc un défaut de consommation d’O>

chez nos larves exposées au DFP, défaut qu’on retrouve également chez I’Homme.
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Figure 18 : consommation d’O, altérée des larves exposées au DFP

(A) Courbes d’intensité de fluorescence au cours du temps de larves exposées au DMSO 1%
ou au DFP 15 puM. La partie encadrée en orange correspond a la portion linéaire de la courbe
sur laquelle la régression lineaire a été effectuée (B) Regression linéaire de la portion linéaire
des courbes d’intensité de fluorescence, qui se situe entre 0-3 minutes et 20-30 minutes. Les
équations des droites issues de la régression sont sous la formey = ax + b, ou a est le
coefficient directeur (pente) auquel on s’intéresse. (C) Vitesse relative en pourcentage de la
consommation d’Oz par les larves exposées au DMSO (n=27 puits, N=5 expériences) ou au
DFP (n=43, N=5). Les barres d’erreurs représentent la SEM et le test statistique utilisé est un
test non paramétrique de Mann-Whitney (ici, *** : p <0,0001).

Discussion et perspectives

Dans un premier temps, ce travail a permis de mettre au point une nouvelle technique de
mesure de consommation d’O; par des larves de poisson zébre moins onéreuse que celles déja
existantes. Les défauts de respiration, qu’il s’agisse des échanges gazeux avec le milieu ou de
la respiration mitochondriale, peuvent étre révélateurs ou causes de pathologies. La

caractérisation de ces défauts peut donc étre utile pour 1’obtention d’informations sur 1’état
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physiologique de I’organisme vivant étudié. Cette méthode rend ainsi I’étude de ce paramétre

plus accessible.

Dans un second temps, I’application de cette technique a notre modéle, qui peut étre
catégorisé comme appartenant au grade de sévérité d’empoisonnement de niveau 1 d’apres les
critéres morphologiques et comportementaux de Faria et al. (2015) (diminution modérée de la
locomotion et peu voire pas de défauts morphologiques), a permis de caractériser davantage les
défauts induits par 1’intoxication aigué au DFP. Il apparait alors que cette intoxication aigué
engendre des défauts de consommation d’O2 chez les larves. Cependant, il a été montré dans
I’article décrivant le modéle (Chapitre 3, partie I) que les larves exposées au DFP étaient moins
mobiles que les larves controles. La baisse de consommation d’O2 pourrait donc étre liée a cette
baisse d’activité locomotrice. Pour vérifier si les larves consomment moins d’O2 pour cette
raison, il faudrait refaire des expériences en incluant un groupe de larves exposé a un
anesthésiant comme la tricaine méthanesulfonate ou 1’eugénol/iso-eugénol, qui permettent de

sédater les larves, et un autre groupe exposé a un paralysant comme le bromure de pancuronium.

En outre, il serait également intéressant d’étudier la respiration mitochondriale et plus
particulierement 1’impact du DFP sur les différents complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, le dysfonctionnement de la mitochondrie, qui est souvent appelée
« centrale énergétique de la cellule », peut avoir de nombreuses répercussions. Il serait donc
intéressant d’étudier la mitochondrie dans ce contexte afin de mieux caractériser les effets du
DFP. 11 a d’ailleurs déja été montré que certains OP pouvaient perturber la fonction
mitochondriale, notamment en provoquant un stress oxydatif (Farkhondeh et al. 2020; Leung
and Meyer 2019). Cette étude pourrait étre faite a 1’aide du SeaHorse XFe24, qui a déja été

utilisé pour des études sur le poisson zébre (Bond et al. 2018; Souders et al. 2018).
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INTRODUCTION

Les organophosphorés sont des composés largement utilisés dans les pesticides et comme
agents neurotoxiques de guerre. lls agissent en inhibant 1’acétylcholinestérase, une enzyme
chargée d’hydrolyser I’acétylcholine, un neurotransmetteur, afin de terminer la transmission
d’un signal nerveux. Cependant, de nombreuses observations suggerent que d’autres
mécanismes contribuent a la neurotoxicité de ces composés. En particulier, il existe de
nombreuses preuves expérimentales qui indiquent que 1’intoxication aigué aux OP provoque
une réponse inflammatoire accrue et robuste (Banks and Lein 2012). Dans le systeme nerveux
central, cette réponse est principalement due a la microglie (Maupu et al. 2021). Nous nous
sommes donc intéressés a ce type cellulaire. En particulier, nous avons voulu caractériser la
réponse microgliale par ses changements morphologiques d’une part, et d’autre part, par sa
réponse inflammatoire. Par la suite, nous nous sommes demandé si la microglie avait plutdt un
réle neurotoxique ou neuroprotecteur. Pour cela, nous avons réalisé 1’ablation de la microglie,
puis nous avons étudié les conséquences de cette ablation sur le profil inflammatoire et sur

I’hyperactivité neuronale observée aprés exposition au DFP.

RESULTATS

Les cellules microgliales changent de morphologie aprés exposition au DFP

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux conséquences d’une exposition
au DFP pendant 6 heures sur le phénotype microglial. Pour cela, nous avons imagé in vivo le
cerveau de larves de 5 jpf aprés 6 heures de traitement au DFP 15 uM ou au DMSO 1%
(contréle). Nous avons remarqué que la microglie dans les larves contrbles est bien plus
ramifiée que la microglie dans les larves traitées au DFP, qui est plus ronde et qui prend une
forme dite amiboide (Figure 19B — 19C). A I’aide d’Imaris, un logiciel permettant 1’analyse
d’images 3D, nous avons quantifié ces changements morphologiques en nous intéressant a
plusieurs parametres comme la sphéricité, 1’aire surfacique et le volume des cellules
microgliales, mais aussi le nombre moyen de prolongements, la longueur totale et la longueur
moyenne de ces prolongements (Figure 19D — 191). En accord avec nos observations, la
quantification de ces parameétres a permis de déterminer que les cellules microgliales étaient
effectivement plus sphériques aprés exposition au DFP (Figure 19D), passant d’un coefficient

¥ de 0,63 £ 0,01 (N =13 larves, n = 327 cellules microgliales) pour les contréles, a 0,79 £ 0,01
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pour les larves traitées (N = 14 larves, n = 294 cellules microgliales ; p < 0,0001). L’exposition
au DFP n’a pas eu d’incidence sur le volume moyen des cellules microgliales (1724 * 58 um?3
pour les contriles vs 1654 + 56 pum? pour les larves traitées; p = 0,64 ; Figure 19F),
contrairement a 1’aire surfacique qui est diminuée (Figure 19E), passant de 1118 + 27 um?2 pour
les contrbles a 840 + 20 um?2 pour les traitées (p < 0,0001). Ce changement de répartition du
volume peut s’expliquer par une diminution du nombre de prolongements (4,5 en moyenne
contre 1 pour les traitées, p < 0,0001, Figure 19G), dont le volume serait « rapatrié » dans le
corps cellulaire. De plus, les cellules microgliales contréles ayant davantage de prolongements,
ces derniers ont, logiquement, une longueur totale plus importante (80,9 + 2,1 um vs 12,1 +
1,3um; p<0,0001; Figure 19H). En revanche, si on rapporte la longueur totale des
prolongements au nombre de prolongements, on se rend compte qu’en moyenne, un
prolongement d’une microglie exposee au DFP est 4 um plus court que celui d’une microglie
controle (Figure 191). Ces résultats sont complétés par 1’analyse en clusters que nous avons
réalisée pour étudier la répartition de la population microgliale. Ainsi, le cluster représentant
les cellules microgliales de larves contrdles (Figure 19J) montre 3 types de populations. Une
premiére population, qui est majoritaire, représente les cellules microgliales ramifiées (47%),
catégorie correspondant a des cellules microgliales ayant un corps cellulaire relativement de
petite taille et de nombreux prolongements ramifiés. Une deuxiéme représente les cellules
amiboides, qui sont en petite proportion (15%) et qui correspond a des cellules microgliales
avec un corps cellulaire relativement volumineux et peu de prolongements, qui sont également
peu ramifiés. Enfin, on distingue une derniére population avec des caractéristiques
intermédiaires, une population dite « transitionnelle » (38%). Cette méme analyse est réalisée
a partir des parametres morphologiques des cellules microgliales issues de larves traitées au
DFP (Figure 19K) et montre une modification importante de la répartition générale de la
population microgliale, avec une disparition quasi-totale de la population ramifiée (2%) en
faveur de la population amiboide, qui passe ainsi de 15% a 73%, avec toujours une part de

cellules microgliales « transitionnelles » (25%).

Une autre fagcon de montrer ces changements morphologiques consiste a réaliser une
analyse de Sholl. Cette analyse compte le nombre d’intersections entre les prolongements de la
cellule et des spheres fictives de différents rayons, dont le centre correspond au corps cellulaire.
Elle permet de se rendre compte de 1’étalement spatial des cellules étudiées. On peut ainsi
remarquer que les cellules microgliales de larves exposées au DFP ont effectivement moins de
prolongements et que ces prolongements sont également plus courts (Figure 19L).
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(A) Schéma du protocole expérimental : des larves de 5 jpf de la lignée mpegl:mCherryF sont
exposées soit au DMSO 1% (contréle), soit au DFP 15 uM pendant 6 heures, puis sont imagées
vivantes. La région d’intérét, encadrée en rouge, correspond au tectum optique. (B—C) Cellules
microgliales d’une larve contréle (B) et d’une larve traitée au DFP (C). (B’, B"") Gros plan de
la cellule microgliale entourée en pointillés blancs dans la larve contrle (B') et sa
reconstruction 3D (B™). (C*, C') Gros plan de la cellule microgliale entourée en pointillés
blancs dans la larve traitée au DFP (C") et sa reconstruction 3D (C""). (D-I) Quantification de
la sphériciteé (D), de I’aire surfacique (E), du volume (F), du nombre de prolongements moyen
des cellules microgliales (G), de la longueur totale des prolongements par microglie (H), et de
la longueur moyenne d’un prolongement (1) pour les cellules microgliales des larves exposees
au DMSO ou au DFP. (J-K) Etude de la répartition de la population microgliale dans des larves
exposées au DMSO (J) et au DFP (K). Les clusters sont réalisés a partir des données sur la
sphéricité (SP), le nombre moyen de prolongements (NP), la longueur totale des prolongements
(TL), la longueur moyenne de chaque prolongement (ML) et I’aire surfacique (S). Chaque
colonne représente une microglie et chaque parameétre est codé par une couleur allant du noir,
correspondant a une microglie ramifiée, au rouge, correspondant a une microglie amiboide. Les
pointillés noirs séparent les différents types de populations observées (ramifiée,
« transitionnelle » et amiboide). (L) L’analyse de Sholl montre de nouveau les différences
morphologiques entre les cellules microgliales des larves exposées au DMSO et celles des
larves exposées au DFP : les cellules microgliales contréles ont des prolongements plus
nombreux et plus longs que les cellules microgliales traitées au DFP. Echelles : (B, C) =50 um,
(B’, B”’, C’, C’”) = 10 um. Tous les graphes représentent la moyenne et les barres d’erreurs
correspondent a la SEM (erreur standard a la moyenne). Les p-values ont été calculées en
utilisant un test non paramétrique de Mann-Whitney. n.s., non significatif ; ** p < 0,01 ; *** p
< 0,001

L’ensemble de ces résultats montre qu’il y a un changement drastique de la morphologie
des cellules microgliales apres exposition au DFP, suggérant fortement une activation de type

pro-inflammatoire de ces cellules

Les cellules microgliales sont plus mobiles aprés exposition au DFP

Nous nous sommes ensuite intéressés a la mobilité des cellules microgliales. En effet, en
observant ces cellules, il nous semblait que ces derniéres se mouvaient davantage apres
exposition au DFP (Figure 20G, 20H). Nous avons donc exposé des larves mpegl:mCherryF
de 5 jpf au DMSO 1% (contr6le) ou au DFP 15 uM, puis nous avons imagé les cellules
microgliales de larves pendant les 30-45 derniéres minutes du traitement (entre la 5°™ et la 6°™
heure de traitement), toujours en présence de DMSO 1% ou de DFP 15 puM. Nous avons ensuite
retracé le parcours effectué par le corps cellulaire des cellules microgliales. La Figure 20B

représente ainsi le parcours réalisé par les cellules microgliales dans le cerveau d’une larve
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contréle, et la Figure 20C, celui dans le cerveau d’une larve exposée au DFP. A la vue des
tracés, il nous semble déja voir une tendance vers I’augmentation de la mobilité des cellules.
Nous avons ensuite quantifié la longueur de ces parcours (Figure 20D). En moyenne, le corps
cellulaire des cellules microgliales des cerveaux de larves traitées au DFP (N =5 larves, n = 48
cellules microgliales) parcourent presque 1 um de plus (p = 0,0004) par minute que des larves

controles (N = 6 larves, n = 50 cellules microgliales).

L’exposition au DFP induit une inflammation importante

Les cellules microgliales amiboides sont généralement accompagnées d’inflammation
(Devinsky et al. 2013; Giulian 1987), c’est pourquoi nous avons voulu étudier le profil
inflammatoire au cours de I’exposition au DFP dans les larves entieres. Pour cela, hous nous
sommes intéressés a 1’expression de 2 cytokines pro-inflammatoires, I’il-15 et 1’il-8, et de 2
cytokines anti-inflammatoires, 1I’il-4 et le tgf-$3, dont I’abondance des transcrits a été rapportée
a celle du géne tbp (McCurley and Callard 2008). Les niveaux d’expression de ces génes ont
été etudiés par RT-gqPCR et le profil d’expression a été étudié entre 0 h et 6 h d’exposition au
DFP 15 uM ou au DMSO 1%. Nous avons observé, en accord avec notre hypothése, que la
plupart des genes étudiés était effectivement surexprimée de facon importante apres exposition
au DFP, et ce, des 2 heures d’exposition au DFP (Figure 21). Les cytokines pro-inflammatoires
sont celles ayant montré la surexpression la plus importante apres 6 heures d’exposition, en
particulier I’il-14, qui était 413 £ 67 fois plus exprimée dans les larves exposées au DFP que
dans celles exposées au DMSO (p < 0,0001) et qui montrait déja une forte surexpression apres
seulement 2 h d’exposition (10,5 £ 2,4). L’il-8 était également surexprimé, bien que de fagon
plus modérée que I’il-15. En effet, sa surexpression est déja significative au bout d’une heure,
mais avec un niveau d’expression de seulement 1,6 + 0,2 celui du contrdle (p = 0,02). Elle
augmente un peu plus fortement aprés 2 heures d’exposition au DFP, montant a 3,3 + 0,7, puis
de facon un peu plus prononcée apres 4 h (26 + 9), pour finalement atteindre environ 45 fois le
niveau du contrdle au bout de 6 heures d’exposition. Les données obtenues sur les cytokines
pro-inflammatoires confirment une forte inflammation globale des 2 heures aprés exposition au
DFP. Quant aux cytokines anti-inflammatoires, 1’il-4 était également significativement
surexprimé mais de fagcon beaucoup moins prononcée que les cytokines pro-inflammatoires,
avec un niveau d’environ 5 fois celui du contréle (p < 0,0001) aprés 5 h de traitement au DFP

et 3 fois (p = 0,0002) aprés 6 h. Enfin, le tgf-53 ne semblait pas surexprimé. Son expression
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reste stable tout au long de 1’exposition au DFP et il est exprimé seulement 1,1 + 0,1 fois plus
que dans le contrble aprés 6 h de traitement (p = 0,89).
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Figure 20 : les cellules microgliales sont davantage mobiles aprés exposition au DFP
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(A) Schéma du protocole expérimental : des larves de 5 jpf de la lignée mpegl:mCherryF sont
exposées soit au DMSO 1% (contréle), soit au DFP 15 uM pendant 6 heures, puis sont imagées
vivantes pendant la derniére heure de traitement. La région d’intérét, encadrée en rouge,
correspond au tectum optique. (B-C) Images superposées de 2 temps (0’ : jaune; 60’ :
magenta) montrant le déplacement des cellules microgliales au cours de ’enregistrement
lorsque les larves sont exposées au DMSO (B) ou au DFP (C). Le blanc représente la
superposition du jaune et du magenta. Le chemin parcouru par le corps cellulaire des cellules
microgliales des larves exposées au DMSO (D) ou au DFP (E) est ensuite retracé. Les petites
sphéres correspondent a I’emplacement des corps cellulaires au début des enregistrements. (F)
Quantification de la distance parcourue par minute par le corps cellulaire des cellules
microgliales (DMSO : n = 50 cellules microgliales, N =6 larves; DFP: n = 48 cellules
microgliales, N = 5 larves). (G) QR code d’une vidéo montrant les cellules microgliales et leur
corps cellulaire peu mobile d’une larve de 5 dpf exposée au DMSO 1% pendant 6 h (la vidéo
montre les 45 dernieres minutes du traitement). La vidéo est aussi disponible a I’adresse
suivante : https://youtu.be/7fuTJj4u_IA (H) QR code d’une vidéo montrant les cellules
microgliales d’une larve de 5 dpf exposée au DFP 15 uM pendant 6 h (la vidéo montre les 45
derniéres minutes du traitement). Les corps cellulaires des cellules microgliales semblent plus
mobiles que ceux des larves contrbles. La vidéo est aussi disponible a 1’adresse suivante :
https://youtu.be/tVIytzIBl_Q. Le graphe représente la moyenne et les barres d’erreurs
correspondent a la SEM (erreur standard a la moyenne). La p-value a été calculée en utilisant
un test non parameétrique de Mann-Whitney. n.s., non significatif ; *** p < 0,001
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Figure 21 : profil inflammatoire dans les larves entieres au cours du temps apres
exposition au DMSO ou au DFP
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Les graphes représentent 1’évolution des niveaux relatifs d’expression des cytokines pro- et
anti-inflammatoires étudiées (il-15 et il-8; il-4 et tgf-43). Les niveaux d’expression sont
rapportés aux niveaux d’expression de tbp, puis normalisés par rapport au contrble (larves
exposées au DMSO). Tous les graphes représentent la moyenne et les barres d’erreurs
correspondent a la SEM (erreur standard a la moyenne). Les p-values ont été calculées en
utilisant un t-test de Student avec ou sans la correction de Welch quand les données suivaient
une loi de distribution normale, et un test non paramétrique de Mann-Whitney quand cela n’était
pas le cas. n.s., non significatif ; * p<0,05; **p <0,01; *** p <0,001

Dans I’ensemble, ces résultats montrent que suite a I’exposition au DFP, la balance entre
les cytokines pro- et anti-inflammatoires est largement en faveur des cytokines pro-
inflammatoires, confirmant que le DFP provoque une activation pro-inflammatoire des cellules

microgliales, suggérant ainsi un potentiel réle neurotoxique de la microglie.

RESULTATS PRELIMINAIRES

Neuroinflammation

L’étude du profil inflammatoire précédemment discutée a montré une forte augmentation
de I’expression des cytokines pro-inflammatoires étudiées au niveau des larves entieres. Le
DFP ayant des conséquences au niveau neurologique, nous nous sommes intéressés plus
particulierement & la neuroinflammation afin d’avoir une idée de la part de la
neuroinflammation dans I’inflammation observée. Pour cela, nous avons réalisé des RT-qgPCR
sur des cerveaux de larves disséqués (10 cerveaux disséqués par échantillon, N = 4-5
échantillons, Figure 22). Nous avons pu observer une nouvelle fois une trés forte surexpression
de I’il-1p et de I’il-8. Ainsi, nous avons trouvé que le niveau d’expression de I’il-15 était
190 + 37 fois supérieur a celui du contrble apres exposition au DFP (p = 0,0079), et celui de
1’il-8 I’était de 22 £ 5 fois (p = 0,0159). Les cytokines anti-inflammatoires, en revanche, sont
toujours peu voire pas surexprimées. Seul le niveau d’expression de I’il-4 est légerement
augmenté de 2,9 + 0,8 aprés exposition au DFP (p = 0,06). Enfin, le niveau d’expression de
tgf-/3 était stable 4 0,6 + 0,2 (p = 0,20).
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Figure 22 : profil neuroinflammatoire des larves exposées au DMSO ou au DFP

Le graphe représente les niveaux relatifs d’expression des cytokines pro- et anti-inflammatoires
étudiées (il-15 et il-8 ; il-4 et tgf-3) dans le cerveau des larves. Les niveaux d’expression sont
rapportés aux niveaux d’expression de thbp, puis normalisés par rapport au controle (cerveaux
de larves exposées au DMSO). Tous les graphes représentent la moyenne et les barres d’erreurs
correspondent a la SEM (erreur standard a la moyenne). Les p-values ont été calculées en
utilisant un t-test de Student avec ou sans la correction de Welch quand les données suivaient
une loi de distribution normale, et un test non paramétrique de Mann-Whitney quand cela n’était
pas le cas. n.s., non significatif ; * p< 0,05 ; ** p <0,01

Ces données confirment la présence d’une neuroinflammation importante dans le cerveau
des larves traitées au DFP, caractérisée par une surexpression significative des cytokines

pro-inflammatoires, mais pas des cytokines anti-inflammatoires.

Conséquences de I’ablation de la microglie sur le profil inflammatoire

L’expression massive de cytokines pro-inflammatoires suggere un potentiel réle néfaste
de la microglie. En effet, I’inflammation est impliquée dans I’aggravation des crises
épileptiques, caractérisées par une surexcitation des neurones cérébraux. Nous avons donc
cherché a savoir si, en 1’absence de microglie, les larves exposées au DFP surexprimaient
toujours autant les cytokines pro-inflammatoires et si I’activité calcique neuronale était
modifiée. Pour cela, nous avons injecté les embryons de poisson zébre au stade une cellule avec
un morpholino-oligonucléotique inhibant la traduction des ARN pu.1, comme détaillé dans la
section "ABLATION DE LA MICROGLIE PAR MICROINJECTION DE MORPHOLINO" du chapitre
"Matériel et méthodes". A 1 jpf, la qualité de I’injection est vérifiée par fluorescence grace au
témoin d’injection, la rhodamine. Seuls les embryons avec une fluorescence bien diffuse dans

tout le corps sont gardés. A 4 jpf, on vérifie & nouveau par fluorescence qu’il n’y a pas de
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marquage mCherryF dans le cerveau afin de s’assurer de 1’absence de microglie. On effectue
ensuite le traitement au DMSO 1% ou au DFP 15 pM a 5 jpf.

Par la suite, on notera « DMSO » et « DFP » les conditions ou les larves ont un
développement microglial normal et ont été traitées respectivement au DMSO ou au DFP, et
« MO PU.1 DMSO » et « MO PU.1 DFP » les conditions ou les larves sont dépourvues de

microglie (injectées avec le MO PU.1) et sont exposées respectivement au DMSO ou au DFP.

Nous nous sommes dans un premier temps intéresses au profil inflammatoire des larves
dépourvues de microglie qui ont été exposées au DFP (Figure 23). Nous avons observé qu’il y
avait toujours une surexpression de I’il-14 (MO PU.1 DMSO : 1,2 £ 0,2 / MO PU.1 DFP:
134,0£44,3; n=7-8 ; * p = 0,02) et de I’il-8 (MO PU.1 DMSO : 1,1 £ 0,1/ MO PU.1 DFP :
15,7 £ 4,7 ; n=7-8 ; * p = 0,02). Bien que ces cytokines soient surexprimées apres exposition
au DFP malgré I’absence de microglie, il est a noter que cette surexpression est
significativement moindre par rapport aux larves pourvues de cellules microgliales exposées au
DFP (Tableau 4 et Tableau 5). La diminution d’expression des cytokines il-15 et il-8 entre ces
deux conditions s’explique donc par I’absence de la microglie, qui est un acteur majeur de la
sécrétion des cytokines. Quant a I’inflammation résiduelle observée, elle est trés certainement
due a de I’inflammation périphérique et aux astrocytes et aux neurones qui sont aussi capables
de sécréter des cytokines. En ce qui concerne les cytokines anti-inflammatoires, on remarque
une baisse de I’expression de 1’il-4, qui passe de 2,23 £ 0,43 en condition « DFP »,a 1,20 + 0,20
en condition « MO PU.1 DFP », regagnant ainsi le niveau d’expression observé dans les larves
« MO PU.1 DMSO » (p =0,91) et « DMSO » (p = 0,81). Ce résultat suggére que la microglie
est le type cellulaire principal exprimant ce géne dans notre modeéle. Pour le tgf-43, le niveau
d’expression reste stable, quelles que soient les conditions. Ces résultats sur le profil
inflammatoire suggérent que la microglie a une part trés importante dans la réponse
inflammatoire qui suit I’exposition des larves au DFP. En effet, en I’absence de microglie, le
niveau d’expression apres exposition au DFP de I’il-14 diminue de 72%, celui de 1’il-8 de 69%,
et celui de I’il-4 de 46%. Celui de tgf-43 restant stable peu importe la condition, on suppose que

la microglie n’exprime pas, ou tres peu, cette cytokine dans notre modele.
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Figure 23 : profil inflammatoire de larves avec ou dépourvues de cellules microgliales apres
exposition au DMSO ou au DFP

Niveaux relatifs d’expression des cytokines pro- et anti-inflammatoires étudiées (il-15 et il-8 ;
il-4 et tgf-53) dans des larves entiéres avec ou dépourvues de microglie et apres exposition au
DMSO ou au DFP pendant 6 h. Les * ou n.s. indiquent au-dessus des colonnes correspondent
a des comparaisons faites avec la condition « DMSO » du géne étudié. Sinon, le symbole $ est
utilisé au-dessus d’un crochet dont les extrémités indiquent les conditions comparées. Test
statistique utilisé : ANOVA &2 voies. *ou $:p<0,05;**ou$$:p<0,01;***ou$$$:p<
0,001. n.s. : non significatif

Without microglia Statistical

il-18 With microglia (MO PU.1) difference

n.s.
DMSO 1.0+0.1 1.2+0.2 0=0.255
DFP 4756 £94.4 134.0+44.3 0= 0.006
Statistical 555 = @<
difference p =0.002 p =0.020 p =0.020

Tableau 4 : récapitulatif des niveaux relatifs d expression de I'il-1p
Valeurs des niveaux relatifs d’expression de I’il-/f. Les niveaux d’expression I’il-/f sont
rapportés aux niveaux d’expression de tbp, puis normalisés par rapport au contréle (larves avec
microglie exposées au DMSO). @ Correspond & la différence statistique entre les conditions
« DMSO » et « MO PU.1 DFP ». n.s. : non significatif
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Without microglia Statistical

II-8 (MO PU.1) difference

With microglia

DMSO 1.0+0.1 11+0.1 n.S

p =0.296
*k*k
DFP 51.4+6.1 157+ 4.7 b = 0.0004
Statistical 3 2 @) e
difference p =0.0002 p=0.017 p =0.016

Tableau 5 : récapitulatif des niveaux relatifs d'expression de I'il-8
Valeurs des niveaux relatifs d’expression de 1’il-8. Les niveaux d’expression 1’il-8 sont
rapportés aux niveaux d’expression de tbp, puis normalisés par rapport au contréle (larves avec
microglie exposées au DMSO). @ Correspond a la différence statistique entre les conditions
« DMSO » et « MO PU.1 DFP ». n.s. : non significatif

Without microglia Statistical

With microglia (MO PU.1) difference

n.s.
1.0+£0.1 1.0+£0.2 0=0.793
*k
DFP 24 +£0.3 1.2+0.2 0 = 0.003
Statistical *x n.s. @ ns,
difference p = 0.002 p = 0.493 p=0.171

Tableau 6 : récapitulatif des niveaux relatifs d'expression de I'il-4
Valeurs des niveaux relatifs d’expression de I’il-4. Les niveaux d’expression 1’il-4 sont
rapportés aux niveaux d’expression de tbp, puis normalisés par rapport au contréle (larves avec

microglie exposées au DMSO). @ Correspond & la différence statistique entre les conditions
« DMSO » et « MO PU.1 DFP ». n.s. : non significatif

Without microglia Statistical

Ben B (MO PU.1) difference

n.s.
1.0+£0.1 1.3+£0.2 0= 0.094

n.s.
DFP 1.3+£0.2 1.3+0.1 0=0834

Statistical n.s. n.s. @) *
difference p=0.139 p =0.957 p =0.036

Tableau 7 : récapitulatif des niveaux relatifs d'expression du tgf-p3
Valeurs des niveaux relatifs d’expression du tgf-$3. Les niveaux d’expression du tgf-43 sont
rapportés aux niveaux d’expression de tbp, puis normalisés par rapport au contréle (larves avec
microglie exposées au DMSO). @ Correspond a la différence statistique entre les conditions
« DMSO » et « MO PU.1 DFP ». n.s. : non significatif
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Conséquences de I’ablation de la microglie sur I’activité neuronale

De nombreux résultats suggerent que les cytokines pro-inflammatoires modulent
I’excitabilité du cerveau, augmentant sa susceptibilité a générer des crises d’épilepsie (Galic,
Riazi, and Pittman 2012). Nous nous sommes donc demandé si la diminution d’expression de
Iil-18 et de 1’il-8, d’environ 70% celle des contrdles observée précedemment, avait une
incidence sur D’activité neuronale. Nous avons donc étudié cette derniére de 2 fagons
différentes : la premiere en regardant I’expression du géne précoce-immeédiat (Immediate Early
Gene, IEG, en anglais) fosab, 1’orthologue du c-Fos des mammiféeres dans le poisson zébre, par

RT-qPCR ; la deuxiéme en enregistrant I’activité calcique neuronale par imagerie in vivo.

c-Fos est un géne qui est exprimé par les neurones dans les minutes suivant un stress (de
Medeiros, Reis, and Mello 2005; Senba et al. 1993), et en particulier a la suite d’une stimulation
synaptique (Bullitt 1990; Hudson 2018). Son expression est souvent utilisée comme un
marqueur moléculaire de I’activité neuronale (Bullitt 1990; Chung 2015). Nous avons donc
étudié son expression dans les larves de poisson zebre dans les 4 conditions précédemment
définies (Figure 24A). Comme déja observé préecédemment (Chapitre 3), I’expression de fosab
est fortement augmentée apres exposition au DFP (22,2 + 2,9 fois le niveau des contrdles,
p <0,0001). De fagon intéressante, en 1’absence de microglie, la surexpression de fosab apres
exposition au DFP est partiellement mais significativement réduite, passant a 7,3 + 1,5 fois le
contrdle (p < 0,0001 en comparaison avec la condition « DFP »). Cette réduction d’expression
suggere une diminution de I’activité neuronale qui pourrait étre, selon notre hypothése, due a

une diminution de I’expression des cytokines pro-inflammatoires.

Afin de confirmer cette hypothése, nous nous sommes ensuite intéressés a 1’activité
calcique neuronale des larves dépourvues de cellules microgliales et exposées au DFP. En effet,
suite a un potentiel d’action, la dépolarisation d’une terminaison synaptique provoque
I’ouverture de canaux ioniques perméables au calcium, provoquant alors un influx
intracellulaire d’ions calciques. Il a ainsi été montré que ’activité électrique des neurones était
corrélée a leur activité calcique (Brenet et al. 2019; Liu and Baraban 2019). Nous avons donc
enregistré 1’activité calcique neuronale des embryons pendant environ 1 h (Figure 24B-D).
L’activité calcique neuronale aprés exposition au DFP est fortement augmentée, comme déja
montré dans le Chapitre 3. Dans le cas des larves dépourvues de cellules microgliales, il semble
également y avoir une forte hyperexcitation neuronale, mais la grande variabilité de nos

résultats ne permet pas d’obtenir une différence significative (Figure 24D), que ce soit avec la
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condition « MO PU.1 DMSO » (p = 0,066) ou avec la condition « DFP » (p = 0,87). Il est donc
difficile de conclure face a ce résultat et il serait utile de réitérer I’expérience sur un nombre de

larves plus important, afin de voir si I’hétérogénéité des réponses peut étre résolue.
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Figure 24 : consequences de I'ablation de la microglie sur I'activité neuronale apres
exposition au DFP

(A) Niveaux relatifs d’expression de fosab aprés 6 h de traitement au DMSO ou au DFP dans
les larves avec ou dépourvues de microglie (N = 7 — 8). (B—C) Enregistrements de 1’activité
calcique neuronale dans un cerveau de larves dépourvues de cellules microgliales et exposées
au DMSO 1% (B) ou au DFP 15 uM (C), entre la 5™ et la 6°™ heure de traitement. La ligne
orange correspond au seuil a partir duguel un pic est considéré comme un événement calcique
(AF/Fo = 0,035). (D) Quantification de la frequence des événements calciques (N =7 — 10) dans
les larves avec ou dépourvues de microglie, et aprés traitement au DMSO 1% ou DFP 15uM.
Les graphes représentent la moyenne, les barres d’erreur représentent la SEM. Les p-values ont
été calculées avec un t-test de Student. Les * ou n.s. indiqués au-dessus des colonnes
correspondent & des comparaisons faites avec la condition « DMSO ». Sinon, le symbole $ est
utilisé au-dessus d’un crochet dont les extrémités indiquent les conditions comparées. * ou $ :
p<0,05;**ou$$:p<0,01;***ou$$$: p<0,001.n.s.: non significatif
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L’ensemble de ce travail a permis d’établir un nouveau modeéle d’intoxication aigué aux
OP en utilisant le poisson zébre. Ce modele reproduit les caractéristiques principales d’une
intoxication aigué aux OP observées chez ’'Homme et chez le rongeur comme I’inhibition de
I’AChE, des crises épileptiformes caractérisées par une hyperactivité neuronale et un
déséquilibre de la balance synaptique E/I en faveur de I’excitation, une mort cellulaire cérébrale
accrue et une paralysie. De plus, la diminution de D’activité locomotrice observée est
caractéristique du syndrome cholinergique et serait en lien avec la diminution de 1’activité de
I’ AChE périphérique. 1l est a noter cependant que les symptémes locomoteurs caractéristiques
d’une crise d’épilepsie chez le poisson zebre, telles que les convulsions qu’on peut observer
dans un modéle d’épilepsie induite par le pentylénetétrazole (PTZ) (Baraban et al. 2005) par
exemple, n’ont pas été observés. Les symptdmes « pré-locomoteurs » observés (activités
calcique et électrique, expression génique de 1’activité neuronale) seraient les signes d’une

activité de type épileptiforme.

Ce modéle a pour avantage que 1’exposition au DFP, notre OP prototypique, se fait
facilement par balnéation, contrairement aux modeles murins ou il faut généralement réaliser
une injection du produit. De plus, les modéles murins nécessitent une injection supplémentaire
d’un mélange d’atropine et d’oxime afin de pallier une mort prématurée (Collombet et al. 2011,
Guignet et al. 2020; Maupu et al. 2021) due notamment a une insuffisance respiratoire, ce qui

n’est pas nécessaire dans notre modele.

TRAITEMENTS AU DMSO ET AU DFP

Il est a noter dans un premier temps qu’une étude a montré que le DMSO & une
concentration supérieure a 0,55% pouvait entrainer des défauts comportements dans les lignées
AB, AB/TU et TL (Christou et al. 2020). Cependant, nous avons comparé le comportement des
larves des lignées Tg(mpegl:mcherryF) et Tg(HUC:GCaMP5G) dans la FW et dans de la FW
supplémentée de 1% de DMSO, et nous n’avons pas pu observer de différence comportementale
significative en termes de distance parcourue et de vitesse de nage (données non montrées).
Toutefois, il n’est pas a écarter la possibilité que le DMSO et le DFP interagissent de fagon
synergique, provoquant une toxicité plus accrue, comme il a été constaté avec le DMSO et le
vanadium (Kim and Lee 2021).
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ETUDE DE L’ACTIVITE NEURONALE PAR IMAGERIE CALCIQUE

Un atout supplémentaire et majeur du poisson zebre est la transparence de ses larves
permettant de suivre la dynamique des modifications cellulaires et moléculaires prenant place
dans I’organisme vivant simplement a 1’aide d’un microscope. Nous avons ainsi pu, dans un
premier temps, effectuer de 1’imagerie calcique neuronale sur des larves, qui est une méthode
alternative pour étudier 1’activité neuronale. La technique standard pour enregistrer I’activité
neuronale dans les mod¢les animaux comme la souris ou le rat consiste a enregistrer 1’activité
¢lectrique des neurones en utilisant des €lectrodes. L’implantation de ces électrodes requiert
malheureusement trés souvent une chirurgie assez lourde puisqu’il faut anesthésier les animaux,
réaliser une incision pour exposer la boite cranienne, puis la perforer afin de pouvoir placer les
¢électrodes dans les zones cérébrales d’intérét (Crouch et al. 2018; Hablitz et al. 2019; Kim and
Cho 2018). Dans le cas de la larve de poisson zébre, 1’enregistrement de 1’activité électrique est
¢galement possible et la perforation de la boite cranienne se fait directement a 1’aide de
I’électrode (Afrikanova et al. 2013; Brenet et al. 2019; Liu and Baraban 2019). Dans les deux
cas, I’étude de I’activité ¢lectrique cérébrale est invasive et peut entrainer de la
neuroinflammation, ce qui pourrait potentiellement rendre le cerveau plus susceptible aux crises
d’épilepsie. Ainsi, d’autres méthodes pour I’étude de I’activité neuronale ont été€ mises en place,
notamment 1’imagerie par fluorescence, avec le développement de bio-senseurs sensibles aux
ions calciques. Malheureusement, dans les modeles rongeurs, cette méthode se heurte une
nouvelle fois a I’aspect invasif puisque I’imagerie du cerveau des rongeurs nécessite I’ouverture
de leur boite cranienne par craniotomie (Dombeck et al. 2007; Gibson et al. 2014). En revanche,
le suivi de I’activité calcique neuronale par imagerie dans le poisson zebre n’est pas invasif du
fait de la transparence des larves. 1l suffit alors simplement d’utiliser des lignées transgéniques
exprimant un bio-senseur sensible aux ions calciques et exprimé dans les neurones,
d’immobiliser ces larves, puis de les placer sous un microscope pour enregistrer les variations
de I’intensité de fluorescence de la sonde, afin de suivre leur activité calcique neuronale. De
plus, I’imagerie permet d’analyser un plan focal entier, contrairement a 1’électrode qui
n’enregistre I’activité électrique qu’a un point donné. A 1’aide d’un microscope adapté, il est
méme possible d’imager plusieurs plans focaux afin d’obtenir une tranche de cerveau de
quelques microns, voire méme d’imager le cerveau entier d’une larve (Ahrens et al. 2013).
L’enregistrement de ’activité calcique neuronale est donc spatiotemporel, tandis que celui de

I’activité électrique n’est que temporel.
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ETUDE IN VIVO DE LA MICROGLIE ET DE SA DYNAMIQUE PAR IMAGERIE

L’établissement de ce mod¢le d’intoxication aigué a un OP a ensuite permis 1I’étude de la
microglie dans ce dernier. Jusqu’a présent, les études sur la microglie humaine se sont souvent
basées sur des cultures de microgliec provenant de biopsies ou d’autopsies (Lue, Beach, and
Walker 2019; Rustenhoven et al. 2015), ou plus récemment sur des cultures issues de cellules
souches pluripotentes (Hasselmann and Blurton-Jones 2020; Hedegaard et al. 2020), qui ne
tiennent pas compte de 1’« environnement naturel » de la microglie. De plus, il a été montré que
la culture des cellules microgliales entraine des différences transcriptionnelles par rapport a des
cellules microgliales ex vivo, soulignant I’importance de I’environnement de la microglie dans
le cerveau. Ainsi, dés 6 heures aprés la mise en culture de cellules microgliales provenant d’un
explant de tissu cérébral, 1’expression de nombreux ARN ¢était modifiée, avec presque 2 000
génes sous-exprimés et plus de 2 000 gene surexprimés d’un facteur supérieur a 4 (Gosselin et
al. 2017). Il est donc nécessaire de réaliser les études de la microglie dans un environnement le
plus physiologique possible. Pour pallier ce probléme, les chercheurs s’attélent a I’amélioration
des cultures de microglie, notamment en améliorant la composition du milieu de culture, mais
surtout en essayant d’incorporer des cellules de leur « environnement naturel » comme les
neurones ou d’autres cellules gliales comme les astrocytes (Hedegaard et al. 2020). Ce type de
culture est appelé « co-culture ». Une autre proposition d’amélioration est la culture 3D. Cette
derniére devient de plus en plus utilisée car elle préserve notamment la forme cellulaire
naturelle, elle améliore la différenciation cellulaire et elle permet de se rapprocher de
I’expression génique et protéique observée in vivo (Hedegaard et al. 2020; Jensen and Teng
2020).

Le poisson zebre est un modele animal idéal pour étudier la microglie in vivo et en temps
réel grace a la transparence de ses larves. Il permet ainsi de visualiser la microglie dans son
environnement naturel, et donc dans les conditions les plus physiologiques possibles, mais aussi
de fagon non invasive, contrairement aux modeles de rongeurs qui nécessitent une craniotomie
pour observer la microglie par microscopie (Flger et al. 2017; Nimmerjahn et al. 2005). Notre
étude a ainsi permis d’observer les changements morphologiques et dynamiques de la microglie
induits par une exposition au DFP. En effet, a la suite d’une exposition au DFP, les cellules
microgliales possédent moins de prolongements, eux-mémes moins ramifies, et leur corps
cellulaire s’arrondit : les cellules passent d’un état ramifié a un état amiboide, qui s’accompagne

également d’une mobilité plus importante. L’étude de la répartition des différentes populations
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microgliales a I’aide des clusters (Figure 19J — 19K) a ensuite permis de montrer que la
population de cellules amiboides devenait prédominante dans le cerveau des larves intoxiquées

au DFP, faisant presque disparaitre la population de cellules microgliales ramifiées.

LA MICROGLIE ET L INFLAMMATION : BENEFIQUES OU NEFASTES ?

De nombreuses observations suggérent que d’autres mécanismes, en plus de 1’inhibition
de I’AChE, contribuent a la neurotoxicité des OP. En particulier, I’inflammation aurait une part
importante dans ce processus. La réponse inflammatoire est essentielle au maintien de
I’homéostasie, mais elle a le potentiel de causer des effets délétéres si elle est excessive ou
incontr6lée. En effet, la surproduction de cytokines pro-inflammatoire et une inflammation
excessive sont caractéristiques de nombreuses pathologies dégénératives comme les maladies
de Parkinson et d’Alzheimer (Blasko et al. 2004; Whitton 2007). En outre, dans le cas de crises
d’épilepsie, la neuroinflammation peut aussi bien étre une conséquence qu’un élément
déclencheur (Vezzani et al. 2011). De fait, on sait d’une part que I’induction de crises
d’épilepsie chez le rat et la souris par des chimioconvulsants ou par stimulation électrique
provoque une induction rapide de médiateurs pro-inflammatoires (Minami, Kuraishi, and Satoh
1991; De Simoni et al. 2000; Vezzani et al. 2010). D’autre part, ’injection a des rats de
lipopolysaccharide (LPS), un antigeéne d’origine bactérienne largement utilisée pour stimuler
des réponses immunitaire et inflammatoire, provoque la libération rapide et prolongée de
glutamate, a I’origine d’une excitation neuronale importante (Wang and White 1999). Chez la
souris, il a d’ailleurs été montré que cette exposition au LPS augmente la susceptibilité du
cerveau des animaux a générer des crises d’épilepsie (Sayyah, Javad-Pour, and Ghazi-Khansari
2003). En somme, la neuroinflammation contribue considérablement a la détermination du seuil
de sensibilité des crises (seizure threshold en anglais) et joue donc un réle dans la genése des
crises et leur récurrence (Vezzani et al. 2013).

Dans le cadre de I’intoxication aux OP, on suppose que I’inflammation induite est
neurotoxique. En effet, en plus des éléments déja évoques ci-dessus, beaucoup de molécules
therapeutiques ont des effets anti-inflammatoires, et ces propriétés anti-inflammatoires ont
montré un effet neuroprotecteur (Amitai et al. 2005; Cowan et al. 2003). Par exemple, il a été
montré que les benzodiazépines, utilisées comme anticonvulsivants pour le traitement des

intoxications aux OP, inhibent la libération de médiateurs pro-inflammatoires (Bidri et al.
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1999). De plus, des études montrent que la neuroinflammation exacerbe les dommages

neuronaux due a I’excitotoxicité (Morimoto, Murasugi, and Oda 2002).

Au niveau du SNC, la réponse inflammatoire est initiée via I’activation de la microglie
et/ou des astrocytes, ce qui engendre la libération de médiateurs pro-inflammatoires tels que les
cytokines (Banks and Lein 2012). Il est également bien établi que la microglie activée produit
des ROS et des RNS (especes réactives de 1’azote, ERA en frangais) qui contribuent a perpétuer
la réponse inflammatoire (Guignet et al. 2020). De plus, les cytokines sécrétées par la microglie
peuvent activer les astrocytes, qui vont a leur tour produire des ROS et des RNS, et contribuer
a amplifier la réponse inflammatoire. Des études ont montré que le stress oxydatif et la
neuroinflammation induits par une exposition au DFP, deux processus extrémement liés,
surviennent rapidement et peuvent méme persister jusqu’a 2 mois post-exposition dans

certaines régions du cerveau (Siso et al. 2017).

En plus de sa contribution a la neuroinflammation, des études ont montré que la microglie
peut également induire de la mort neuronale et de la neurogenése aberrante apres des crises
d’¢épilepsie (Andoh et al. 2019). En particulier, I’administration de minocycline, un antibiotique
ayant des propriétés anti-inflammatoires et souvent utilisé pour inhiber I’activation microgliale,
a permis d’inhiber la neurodégénérescence induite par les crises d’épilepsie (Wang et al. 2015),
suggérant ainsi qu’a la suite de crises, la microglie activée promeut la mort neuronale. Une
neurogenése aberrante a également été observée dans des études qui suggerent que cette
derniére induirait a son tour des crises en formant des circuits neuronaux ectopiques (Parent et
al. 2006). Cette neurogenése excessive serait modulée par la microglie puisque I’inhibition de
son activation par la minocycline a pour conséquence de diminuer le nombre de nouveaux

neurones a la suite de crises (Yang et al. 2010).

Malgreé tout, des éléments suggerent que la réponse inflammatoire microgliale a un role
neuroprotecteur. En effet, il a été rapporté que I’activation gliale due a une intoxication aux OP
induit la libération de cytokines pro-inflammatoires telles que I’'IL-1, comme montré dans nos
résultats (Chapitre 4 : Etude de la microglie), le TNF-a et 1’IL-6, qui sont soupgonnées de
promouvoir des dommages inflammatoires, mais aussi d’autres cytokines, notamment des
facteurs neurotrophiques et de croissance, qui promeuvent I’angiogenese et la neurogenese,
contribuant ainsi a la régénération des dommages causés par les OP (Collombet et al. 2011).

De plus, certains auteurs rapportent un effet neuroprotecteur de la microglie, qui modulerait la
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plasticité synaptique, serait capable de suppléer les astrocytes défaillants en favorisant la
recapture d’excitotoxines comme le glutamate (Chrétien et al. 2002; Van Landeghem et al.
2001), et qui diminuerait 1’activité neuronale, protégeant ainsi le cerveau d’une activité

neuronale excessive (Badimon et al. 2020; Eyo et al. 2014; Y. Li et al. 2012).

L’ABLATION DE LA MICROGLIE

Les donnees actuelles ne permettent pas de déterminer si la microglie a plutdt un réle
neuroprotecteur ou un réle neurotoxique dans un cerveau sensible aux crises (Andoh et al.
2019). Pour avoir une idée du role de la microglie dans notre modéle d’intoxication aigué au
DFP, nous avons réalisé I’ablation de la microglie par microinjection d’un morpholino dirigé
contre PU.1. Dans un premier temps, nous avons pu observer une nette diminution des transcrits
de cytokines pro-inflammatoires entre les larves exposées au DFP sans et avec cellules
microgliales (Figure 23), en concordance avec ce que 1’on sait, ¢’est-a-dire que la microglie est
un acteur principal de I’inflammation dans le SNC (L. Xu, He, and Bai 2016). Dans un second
temps, les résultats obtenus pour les conséquences sur 1’activité neuronale en 1’absence de
microglie sont pour I’instant un peu plus mitigés. En effet, nos résultats sur ’expression de
fosab vont dans le sens de notre hypothése : I’absence de microglie a entrainé une diminution
partielle de la surexpression des cytokines pro-inflammatoires suite a I’exposition au DFP, ce
qui entraine a son tour une diminution de 1’excitabilité neuronale. Cependant, nos données
actuelles sur I’activité calcique neuronale, obtenues par imagerie calcique in vivo, ne permettent
pas de confirmer cette hypothese. Il faudrait donc augmenter le nombre d’animaux sur lequel
I’activité calcique neuronale est mesurée. Une fois que I’expérience aura été réitérée sur un

nombre suffisant de larves, 2 cas sont possibles :

(1) On observe une diminution de 1’activité calcique neuronale aprés exposition au DFP
et en I’absence de microglie par rapport a la condition « DFP », ce qui permet de
confirmer notre hypothése, déja appuyée par nos résultats obtenus avec fosab. La
microglie aurait donc un role globalement néfaste dans notre modele d’intoxication,

car elle participerait au cercle vicieux de I’inflammation et de 1’excitabilité neuronale.
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(2) On n’observe aucune différence d’activité calcique neuronale entre les conditions
« DFP » et « MO PU.1 DFP », ou bien on observe une augmentation de 1’activité
calcique neuronale dans les larves « MO PU.1 DFP » par rapport aux larves « DFP ».
Dans ces 2 cas, les résultats de I’activité calcique neuronale et ceux obtenus avec fosab
ne coincident pas et ne nous permettent pas de conclure sur le role bénéfique ou

néfaste de la microglie vis-a-vis de 1’excitabilité cérébrale.

Dans ce dernier cas, plusieurs questions se posent. Quel « marqueur » est plus pertinent
entre I’expression de fosab et I’activité calcique neuronale ? Quel autre « marqueur »
pourrait-on étudier pour avoir une meilleure idée des conséquences de I’absence de la microglie
sur I’excitabilité cérébrale ? Réaliser un EEG ou développer une méthode d’analyse plus

avancée des enregistrements de I’activité calcique pourraient étre des pistes d’amélioration.

D’autre part, il est possible que le cerveau des larves soit devenu trop sensible au laser
utilisé pour I’imagerie calcique et/ou a I’exposition au DFP du fait de 1’absence de la microglie.
En effet, ’injection du morpholino au stade une cellule a pour conséquence que la microglie
n’est pas présente dans le cerveau encore en formation des larves. Cela signifie qu’elle n’a pas
pu remplir ses différents roles au cours du développement, comme 1’élagage des synapses
surnuméraires ou la phagocytose des neurones immatures entre autres. De plus, les effets
observés dans les larves injectées avec le MO peuvent étre dus a des effets secondaires
off-target. Par exemple, il est estimé que 10% a 20% des MO injectés provoquent une toxicité
neurale, qui peut masquer ou exacerber certains défauts (Bedell, Westcot, and Ekker 2011;
Tran, Facciol, and Gerlai 2020). Cette toxicité neurale serait due a des effets off-target qui
induisent I’activation de p53, responsable de I’apoptose neurale observée (Robu et al. 2007).
Ainsi, I’ablation de la microglie par injection de morpholino n’est peut-étre pas optimale dans
notre étude. En effet, comme évoqué ci-dessus, le cerveau de I’embryon de poisson zébre
injecté avec le MO PU.1 ne « voit » jamais la microglie lors de son développement. De plus, le
morpholino dirigé contre PU.1 n’est probablement pas spécifique de la microglie puisque des
souris KO PU.1 ne présentaient ni macrophages, ni neutrophiles, ni lymphocytes B et T matures
(Olson et al. 1995). Ainsi, I’ablation de la microglie dés les premiers instants de vie pourrait
avoir des répercussions potentiellement néfastes sur le bon développement du cerveau des
larves. Il conviendrait alors de réaliser cette ablation autrement. Une « meilleure » méthode
serait ’utilisation d’une lignée qui exprime une nitroréductase (NTR) sous un promoteur

spécifique de la microglie comme apoeb ou p2ry12 par exemple. Cette NTR, codée par le géne
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nfsB d’origine bactérienne, permet de catalyser la réduction du métronidazole (MTZ), un
antibiotique inoffensif qui produit, aprés réduction par la NTR, un composé cytotoxique qui
induit ensuite la mort cellulaire. Ainsi, I’expression de la NTR sous le contréle d’un promoteur
specifique de la microglie permettrait de provoquer la mort des cellules microgliales
spécifiquement, grace a 1’exposition des larves au MTZ pendant 12 a 24 heures (Curado,
Stainier, and Anderson 2008; Pisharath and Parsons 2009). Cette méthode posséde plusieurs

avantages par rapport a I’injection de morpholin0 :

- Lareproductibilité : exposer les embryons au MTZ est plus facile et reproductible que
la microinjection. En effet, on peut exposer un grand nombre d’embryons a la méme
solution de MTZ, ce qui permet de réduire le facteur de variabilité et d’augmenter le
nombre d’embryons dépourvus de microglie, car la microinjection peut engendrer de

la mortalité.

- La spécificité : en choisissant correctement le promoteur sous lequel la NTR est

exprimée, on pourra réaliser I’ablation d’un type cellulaire spécifique, ici la microglie.

- Le contrble temporel : on peut réaliser I’ablation du type cellulaire d’intérét a
n’importe quel moment, ce qui signifie pour cette étude qu’on peut effectuer 1’ablation
a 4 jpf, ce qui aura laissé le temps a la microglie de réaliser son réle dans le
développement du cerveau au moins dans les tous premiers stades. Cela permettra
d’¢étudier avec une meilleure certitude les conséquences directes de I’absence de la
microglie dans notre modele d’intoxication aigué a un OP et non les conséquences

indirectes du fait de son absence lors du développement.

Par ailleurs, cette technique d’ablation est réversible. Il suffit pour cela de retirer les
embryons de la solution de MTZ et de procéder a quelques lavages. Le rétablissement du tissu
ou du type cellulaire d’intérét se fera dans les 24 heures suivantes (Curado et al. 2008). 1l est
¢galement possible de fusionner 1’expression de la NTR avec celle d’une protéine microgliale

fluorescente pour visualiser I’ablation en temps réel (Pisharath and Parsons 2009).

Cette technique permet donc de réaliser 1’ablation de la microglie une fois le cerveau des
larves bien développé. Ainsi, les effets observés, que ce soit au niveau de I’inflammation ou au

niveau de I’activité neuronale, seront attribuables a 1’absence de la microglie de fagon un peu
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plus certaine et la variabilité obtenue pour les enregistrements de 1’activité calcique neuronale

sera peut-étre moindre.

Une autre possibilité pour déterminer si la microglie est bénéfique ou néfaste dans notre
modele serait d’inhiber son activation. En effet, nous avons pu observer des changements
morphologiques et dynamiques de la microglie (Figure 19 et Figure 20), ainsi qu’une forte
surexpression des cytokines pro-inflammatoire étudiées dans le cerveau des larves exposées au
DFP (Figure 21 et Figure 22), caractéristiques de son activation. L’étude des conséquences de
I’intoxication au DFP apreés inhibition de cette activation par la minocycline par exemple (Wang
et al. 2015) pourrait donc compléter ces résultats et nous permettre de mieux comprendre le

role de la microglie.

Par ailleurs, il est également intéressant de noter que nous avons fait le choix de travailler
sur des larves de 5 jpf. Ce stade est en effet un bon compromis entre le développement du
cerveau et le temps de génération des animaux. Cependant, cela reste un stade précoce. Il est
difficile d’établir une équivalence avec I’age humain mais 2 éléments de réponse peuvent étre
apportés. D’une part, si on se base sur la longévité d’un poisson zébre (environ 3-3,5 ans) et
celle d’'un Homme (environ 80 ans), 1 mois de poisson zébre correspondrait & 2 ans d’age
humain (Gilbert, Zerulla, and Tierney 2014), soit une correspondance entre un nourrisson de 4
mois et une larve de poisson zébre de 5 jpf. D autre part, Si on se base sur le développement du
CNS, et plus particulierement de la BHE, une larve de poisson zébre de 3 jpf correspondrait a
un humain entre le 3°™ trimestre de gestation et 4 mois d’age (Haddad-Tovolli, Dragano,
Ramalho, & Velloso, 2017; R. Webster). Cela suggere donc une correspondance entre une larve

de 5 jpf et un nouveau-né, en cohérence avec la premiére méthode de comparaison.

De plus, comme précédemment évoqué (Chapitre 1, IV - 4.3. Développement cérébral et
colonisations microgliales), le poisson zébre subit 2 vagues de colonisation microgliale, la
premiere population étant complétement remplacée par la deuxiéme. Il n’est pas certain que ces
2 populations réagissent de la méme fagon. En effet, il reste encore & déterminer si les
differentes voies développementales de la microglie primitive et de la microglie définitive leur
conferent des fonctions difféerentes (Ferrero et al. 2018). Il serait donc intéressant de realiser
cette méme étude de la microglie sur des stades plus tardifs, ou la microglie définitive est en

place. On pourrait par exemple réaliser 1’étude a partir de 3 mois, stade auquel la microglie
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définitive est prédominante par rapport a la microglie primitive, voire méme sur des adultes

d’un an, auxquels cas lignée casper, dont les adultes sont transparents, sera utile.

TRAITEMENTS

Les traitements actuels contre 1’intoxication aigué aux OP doivent étre administrés dans
les minutes qui suivent I’exposition pour étre efficaces. Par exemple, le diazepam et le
midazolam sont des benzodiazépines avec des effets anticonvulsivants efficaces s’ils sont
administrés dans les 30 minutes suivant I’exposition, mais peu voire pas efficaces si administrés
1 h a2 h apres (Reddy 2019a). Bien que les forces militaires aient acces & des auto-injecteurs
contenant un cocktail de sulfate d’atropine, de pralidoxime et de benzodiazépine (Rousseau et
al. 2009), un tel délai n’est pas réaliste dans un contexte de guerre chimique ou d’attaque
terroriste sur la population civile par exemple. De plus, le passage au niveau de la BHE des
oximes actuellement utilisées n’est que trés limité voire inexistant du fait de la polarité de ces
molécules. Cette polarité se traduit par un caractére hydrophile qui expligue le non passage de
la BHE, ce qui représente une de leurs limites majeures puisque cela signifie que ces molécules
ne peuvent pas agir au niveau du SNC (Kalasz et al. 2015). L’émergence de nouvelles stratégies
thérapeutiques est donc essentielle pour le traitement des intoxications aux OP et pour permettre
une meilleure récupération suites aux défauts engendrés par 1’intoxication aigué (Collombet et
al. 2011). Dans cette optique, notre modele pourrait contribuer a la recherche de tels traitements.
En effet, on pourrait 1’utiliser pour faire du criblage & haut débit de molécules en se basant sur
le rétablissement ou non de la paralysie induite par le DFP. Il pourrait également étre utilisé
pour faire du criblage a moyen débit en se basant sur la consommation d’O> des larves, une fois
les expériences complémentaires réalisées (cf. Chapitre 3: Etablissement du modéle,
Discussion et perspectives). Les quelques molécules retenues pourront ensuite étre étudiées
plus précisément pour voir leurs effets sur I’activité calcique neuronale, I’inflammation et la
microglie. Pour cribler les molécules selon divers autres paramétres, d’autres tests
comportementaux pourront aussi étre développés, comme par exemple la capacité des larves a
répondre a une stimulation lumineuse ou a une stimulation électrique, mais aussi des tests
permettant d’évaluer le niveau d’AChE réactivée (Dubrana et al. 2021). D’autre part, les
travaux déja effectués sur la microglie et les perspectives proposées (ablation de la microglie
par le MTZ, inhibition de I’activation microgliale par la minocycline) permettront d’avoir une

idée plus claire sur le role de la microglie dans I’intoxication aigué aux OP. Des stratégies
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thérapeutiques ciblant la microglie pourront alors étre développées pour inhiber ou amplifier

son activité, selon son action neurotoxique ou neuroprotectrice.

Les recherches de nouvelles stratégies thérapeutiques ces derniéres années ont permis de
proposer certaines pistes. Parmi ces derniéres, on peut citer la piste des enzymes bioscavengers
pour la prophylaxie, la décontamination externe et le traitement, permettant de piéger ou de
dégrader les OP (Jacquet et al. 2019). Ce type d’enzymes neutralise les molécules d’OP dans la
circulation sanguine de fagon steechiométrique, auquel cas les enzymes piegent la molécule,
I’empéchant ainsi d’atteindre ses cibles physiologiques (les cholinestérases), ou de facon
catalytique, auquel cas les enzymes pi¢gent la molécule d’OP, puis la dégradent. Dans le cas
d’un bioscavenger steechiométrique, il est également possible de le coupler a un réactivateur,
ce qui permet d’obtenir un systéme pseudo-catalytique : I’enzyme pi¢ge la molécule d’OP, puis
le réactivateur se lie avec 1I’OP, libérant ainsi ’enzyme qui peut répéter ce cycle (Figure 25).

molécules d’OP dans bioscavenger
la circulation sanguine  stcechiométrique

°e C

systéme a 2 composantes :
bioscavenger/réactivateur

XC+0

bioscavenger
catalytique

Figure 25 : Stratégies de neutralisation des OP a I'aide de bioscavengers
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Les bioscavengers staechiométriques piegent les molécules d’OP dans la circulation sanguine
avant qu’elles n’atteignent leurs cibles physiologiques. Le systeme bioscavenger/réactivateur
permet d’obtenir un systéme pseudo-catalytique grace a la libération de I’enzyme par le
réactivateur. Les bioscavengers catalytiques piégent puis dégradent la molécule d’OP par
hydrolyse rapide. Le produit résultant n’est pas toxique. Traduit de Masson and Nachon (2017)

Une autre piste de traitement est celle des neurostéroides. Les neurostéroides sont des
stéroides synthétisés dans le cerveau, et qui n’ont pas les effets « conventionnels » des
hormones. Ces derniers altérent rapidement [I’excitabilité neuronale via des actions
non-génomigues et agissent comme modulateurs allostériques positifs et activateurs directs des
récepteurs au GABAAa, mais se fixent sur des recepteurs distincts de ceux au GABA et des
benzodiazépines (Reddy 2019a). Par ailleurs, les neurostéroides se sont montres plus efficaces
que les benzodiazépines, qu’ils aient été administrés 40 minutes apres 1’exposition aux OP ou
plus tard, contrélant rapidement et efficacement 1’état de mal épileptique et les dommages
neuronaux induits chez le rat (Reddy, 2019, US 10,172,870 B2). Certains neurostéroides sont
méme en cours de développement pour approbation par la Food and Drug Administration
(FDA) aux Etats-Unis et un brevet a été déposé en 2019 (Reddy, 2019, US 10,172,870 B2).

L’inflammation et le stress oxydatif étant soupgonnés d’étre fortement impliqués dans la
neurotoxicité des OP, certaines stratégies de traitement s’orientent vers cette piste en proposant
de nouvelles molécules aux propriétés anti-inflammatoires ou anti-oxydantes. Pour soutenir
cette hypothese, des chercheurs ont montré qu’un traitement de rats exposés au DFP avec des
antioxydants catalytiques atténuait significativement le stress oxydant et la neuroinflammation
induits par le DFP, ces résultats coincidant avec 1’observation d’une diminution de la

neurodégénérescence (Guignet et al. 2020; Naughton and Terry 2018).

Enfin, une autre stratégie prometteuse s’oriente vers le processus de vieillissement de
I’adduit AChE-OP. Une possibilité est de développer des molécules qui retardent le
vieillissement de I’AChE inhibée par I’OP. En effet, le processus de vieillissement est une
réaction de déalkylation de I’OP lié de fagon covalente a I’AChE, ce qui résulte en une forme
de I’adduit AChE-OP qui est résistante aux oximes (Figure 5). Le retardement de ce
vieillissement permettrait donc aux oximes d’étre efficaces sur une période post-exposition plus
longue. Ainsi, des études ont montré qu’il était possible de ralentir le processus de
vieillissement de I’AChE inhibée par le soman de 33-69% (Berry and Davies 1966), inhibée
par le cyclosarin de 52-100% (Berry and Davies 1966), et inhibée par le sarin de 77% (Crone
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1974). De fagon intéressante, il a été rapporté que 1’atropine, un antagoniste des récepteurs
cholinergiques largement utilisé dans le traitement des intoxications aux OP, ralentissait
¢galement le vieillissement de I’AChE inhibée, qu’elle soit d’origine humaine ou murine, de
28-60% lorsqu’appliquée a 1 mM (Van Dongen, Elskamp, and De Jong 1987). Une autre
possibilité qui semble plus prometteuse serait de réalkyler I’ AChE vieillie, ce qui permettrait
de revenir a une forme inhibée de I’AChE, qui peut étre réactivée par les oximes actuelles.
Cependant, de tels composés ne sont pas entierement développés. Récemment, Franjesevic et
al. (2019) ont rapporté qu’ils avaient réussi a synthétiser des molécules, des bases dites de
Mannich, qui permettent la « résurrection » de I’AChE vieillie en AChE active. Bien que ces
molécules n’aient permis la « résurrection » que de petites quantités d’AChE active a partir
d’AChE vieillie, ces recherches sont trés prometteuses et seraient révolutionnaires pour le

traitement des intoxications aux OP.
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Les organophosphorés sont des composés aux propriétés neurotoxiques, utilisés dans les
pesticides et dans les armes chimiques. IlIs constituent une menace pour I’ensemble de la
population civile et militaire dans le cas d’attaque terroriste, comme 1’illustre 1’attaque au sarin
dans le métro de Tokyo en 1995. Des cocktails d’antidotes existent mais ils doivent étre
administrés dans les minutes suivant 1’intoxication pour étre efficaces, apres quoi, certains de
ces traitements (benzodiazépines et oximes notamment) sont inefficaces contre I’intoxication
aigué. Il est donc nécessaire de mieux comprendre les mécanismes liés a cette intoxication afin

d’établir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour pallier cette résistance.

Ce travail a permis d’établir un nouveau modéle d’intoxication aigué a un OP utilisant le
poisson zébre. Ce modele reproduit les principales caractéristiques d’une intoxication aigué a
un OP observées chez I’Humain, a savoir une inhibition de I’AChE, une paralysie, un
déséquilibre de la balance synaptique E/I, une mort cellulaire cérébrale accrue et une diminution
de la consommation d’O2. En plus de ces défauts, nous avons observé une inflammation
importante a la suite de 1’exposition de nos larves de poisson zeébre au DFP, en accord avec ce
qui a été observe dans les modéles murins. En s’intéressant de plus prés a la microglie, les
cellules immunitaires résidentes du SNC et acteur majeur de la neuroinflammation, nous avons
pu observer des modifications morphologiques et dynamiques de ces cellules, suggérant
fortement leur activation de type pro-inflammatoire. Leur role neuroprotecteur ou neurotoxique
n’étant pas clairement élucidé, nous avons cherché a mieux comprendre le role de ces cellules
dans le cadre d’une intoxication au DFP. Pour cela, 1’ablation de la microglie a été réalisée et
nous avons pu observer, comme attendu, une diminution de I’inflammation a la suite d’une
exposition au DFP. Cette étude a également montré une diminution de I’expression des
transcrits de fosab, un géne immédiat précoce utilisé comme marqueur de 1’activité neuronale.
Cependant, une fréquence d’activité calcique neuronale semblable a celle des larves avec
microglie a été observée. Il est donc nécessaire de compléter ces résultats d’une part en
augmentant le nombre d’animaux étudiés, et d’autre part, en utilisant d’autres méthodes
d’ablation de la microglie et/ou d’inhibition de 1’activation microgliale. La microglie pourra
ensuite étre ciblée pour mettre en place de nouvelles stratégies thérapeutiques qui exacerbent
ou inhibent son activité selon qu’elle soit bénéfique ou néfaste, et le modele pourra étre utiliseé

pour réaliser du criblage de molécules a moyen et haut débit.

L’ensemble de ce travail montre la diversité des techniques disponibles dans le modele
du poisson zebre et les avantages que nous apportent ce petit vertébre, afin de mieux
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires, a I’origine de la neurotoxicité des OP.

A terme, cela pourra contribuer a la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Avant-propos

Lors de ma thése, j’ai eu I’occasion de travailler sur le projet d’un autre doctorant au sein
de mon équipe, dont le travail portait sur le syndrome de Dravet. Le syndrome de Dravet est
une épilepsie grave et rare d’origine génétique qui touche les jeunes enfants. Il se caractérise
notamment par la répétition de crises longues et par des altérations du comportement et de
I’apprentissage (Www.dravet.fr). Depuis 2001, une mutation du géne SCN1A rendant le géne
non fonctionnel est reconnue comme étant a 1’origine de cette maladie. Ce géne code pour une
sous-unité d’un canal sodique, qui se trouve principalement dans le cerveau. Cependant, les
mécanismes a 1’origine de I’hyperexcitation neuronale induite par la perte de fonction de
SCN1A ne sont que peu étudiés. Pour pallier ce manque, le poisson zébre a été utilisé pour
modéliser le syndrome de Dravet par déplétion du gene scnllab, un des deux orthologues de
SCN1A dans le poisson zebre. Des crises épileptiformes ont ainsi été observées dans les larves
de poisson zebre dont le géne scnllab avait été rendu non-fonctionnel, et ce de fagon récurrente.
De plus, un déséquilibre des balances synaptique et neuronale E/I en faveur de 1’excitation a
également pu étre observe, avec une diminution de la densité des synapses inhibitrices, une
augmentation de celle des synapses excitatrices, et une proportion de neurones excitateurs plus
importante. Dans 1’ensemble, ces résultats contribuent a une meilleure compréhension des

mécanismes qui seraient a I’origine de I’hyperexcitation neuronale dans le syndrome de Dravet.
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Abstract: Dravet syndrome is a type of severe childhood epilepsy that responds poorly to current
anti-epileptic drugs. In recent years, zebrafish disease models with ScnlLab sodium channel
deficiency have been generated to seek novel anti-epileptic drug candidates, some of which are
currently undergoing clinical trials. However, the spectrum of neuronal deficits observed following
ScnlLab depletion in zebrafish larvae has not yet been fully explored. To fill this gap and gain a better
understanding of the mechanisms underlying neuron hyperexcitation in Scn1Lab-depleted larvae,
we analyzed neuron activity in vivo using combined local field potential recording and transient
calcium uptake imaging, studied the distribution of excitatory and inhibitory synapses and neurons
as well as investigated neuron apoptosis. We found that Scn1Lab-depleted larvae displayed recurrent
epileptiform seizure events, associating massive synchronous calcium uptakes and ictal-like local
field potential bursts. Scn1Lab-depletion also caused a dramatic shift in the neuronal and synaptic
balance toward excitation and increased neuronal death. Our results thus provide in vivo evidence
suggesting that Scn1Lab loss of function causes neuron hyperexcitation as the result of disturbed
synaptic balance and increased neuronal apoptosis.

Keywords: Dravet syndrome; Calcium imaging; Local field potential; Excitatory/inhibitory balance;
Apoptosis; In vivo imaging; Zebrafish; scn1Lab; Morpholino scn1LabAUG

1. Introduction

Dravet syndrome (DS) is a type of severe drug-resistant childhood epilepsy. It is associated with
several comorbidities, including intellectual disability, irreversible psychomotor deficits, behavioral
disorders, and high mortality at around 10 years of age [1,2]. DS is a genetic disease, caused in 80%
of cases by de novo loss of function mutations in the SCN1A gene encoding the alpha-1 subunit of
the main voltage-dependent sodium channel in inhibitory interneurons [3], whose synapses mainly
release GABA, a neurotransmitter that inhibits excitation of post-synaptic neurons [4].

Among animal models that have been developed in recent years, the zebrafish has proved to
be a versatile and powerful system for in vivo epilepsy research [5-7]. In particular, zebrafish larvae
with loss of function of the scn1Lab gene, one of the two zebrafish orthologs of SCN1A, have already
been used as animal models to find novel antiepileptic drug candidates, several of which are now
undergoing clinical trials [8-10].

However, while ScnlLab-depleted larvae have been established as a bona fide epilepsy
model [7-15], the spectrum of neuronal deficits induced by the loss of function of this sodium channel
has not yet been fully explored. To fill this gap, we first combined transient calcium uptake imaging
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and local field potential recording to analyze neuron hyperactivity at whole brain levels in real time.
In Scn1Lab-depleted larvae, we observed recurrent events associating massive synchronous calcium
uptakes and ictal-like local field potential bursts characteristic of epileptiform seizures. Importantly,
we also observed that these larvae displayed a marked deficit in the number of inhibitory synapses,
together with a dramatic over-accumulation of excitatory ones, heavily disrupting the synaptic balance,
which was correlated with a shift in the neuronal population toward excitatory neurons. Last, we
observed that loss of function of this sodium channel caused increased neuronal apoptosis. Taken
together, our findings are evidence that Scn1Lab-depletion causes epileptiform seizures as a result of
brain development defects that include impaired synaptic balance and increased neuronal death.

2. Materials and Methods

2.1. Fish Maintenance and Transgenic Lines

Adult zebrafish were raised at 26.5 °C in standard aquaculture conditions with a 14 h light/10 h
dark cycle. Embryos collected by natural spawning were raised in E3 medium complemented with
0.002% methylene blue and kept at 28.5 °C. 0.003% phenylthiourea (PTU; Sigma) was added at 1 day
post-fertilization (dpf) to inhibit pigmentation. The mutant scn1Lab (didy®>®?) was a gift from Dr. Scott
Baraban (University of California, San Francisco, USA), the HuC:GCaMP5G transgenic line was a
gift from Dr. George Debrégeas (Laboratoire Jean Perrin, Paris) and the Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed
double transgenic line was a gift from Dr Germdn Sumbre (IBENS, Paris).

All the animal experiments described in the present study were conducted at the French National
Institute of Health and Medical Research (INSERM) UMR 1141 in Paris in accordance with European
Union guidelines for the handling of laboratory animals (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/
lab_animals/home_en.htm), and were approved by the Direction Départementale de la Protection des
Populations de Paris and the French Animal Ethics Committee under reference No. 2012-15/676-0069.

2.2. Morpholino

Antisense morpholino-oligonucleotide (MO) (5'-CTGAGCAGCCATATTGACATCCTGC-3'),
obtained from Gene Tools, was used to block the scnlLab zebrafish mRNA translation One- to
two-cell embryos were injected with 1 pmol MO scn1Lab”UC, 0.53 ng rhodamine B dextran and
0.1 mM KCL

2.3. Locomotor Activity

Larvae locomotor activity (i.e., movement) was evaluated using the Zebrabox, an infrared
automated recording and tracking device supported by ZebraLab software (Viewpoint, Lyon, France).
Each 96-well plate containing 4 dpf control, morphant or mutant larvae in 200 uL E3 medium was
placed in the Zebrabox recording chamber. In all locomotion recording protocols, animal color was set
to dark and detection threshold to 15. After 45 min habituation in darkness, larvae were simultaneously
tracked for 25 min. Larvae movement in each well was computed as the sum of all pixels for which
intensity changed during the recording, and plotted as “acting units”.

2.4. Calcium Imaging

4 dpf zebrafish larvae were paralyzed using 300 uM pancuronium bromide (PB, Sigma) and
immobilized dorsal-side down at the center of a recording chamber in 1.2% low-melting agarose
covered with E3 medium containing 0.003% PTU and 300 uM PB. The chamber was then placed on
an inverted a Leica SP8 laser scanning confocal microscope equipped with a 20x/multi-immersion
0.75 objective. Calcium uptake events were detected by recording the fluorescence of a 512 x 512-pixel
image of a single focal plane at 2 Hz for 1 h. Fluorescence intensity of the optic tectum was measured
using Image] software. Fluorescence variations (AF/Fy) were calculated by subtracting the mean
fluorescence intensity of all frames and normalizing the mean fluorescence intensity of all frames.
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The fluorescence drift over time was corrected by subtracting the mean value of the lowest values
(all values under the median) within a 20 s sliding window around the point. All fluorescence increases
greater than 0.04 AF/F) were considered as calcium events. Since the detection system may detect false
events, all of them were manually checked.

2.5. Local Field Potential Recording

4 dpf zebrafish larvae were paralyzed using 300 uM PB and immobilized, ventral-side down, in 2%
low-melting agarose covered with E3 medium containing 300 uM PB. A glass electrode (56 MQ)) filled
with artificial cerebrospinal fluid composed of 10 mM HEPES, 134 mM NacCl, 2.9 mM KCl, 2.1 mM
CaCly, 1.2 mM MgCl,, 10 mM glucose; pH 7.8, was placed in the left neuropil of the optic tectum of the
larva. The recordings were performed for 1 h in a current clamp mode at 10 ps sampling interval and
with a 0.1 Hz high-pass filter, 1 kHz low-pass filter and digital gain at 10 (MultiClamp 700B amplifier,
Digidata 1400 digitizer, both Molecular Devices). Results were analyzed with the Clampfit software
(Molecular Devices, San José, CA, USA). Events were defined as every downward membrane potential
variation under -0.3 mV amplitude and lasting more than 100 ms.

2.6. Synapse Immunostaining

4 dpf control and morphant larvae were fixed with 4% formaldehyde for 1 h 30 min at room
temperature and stored at 4 °C in PBS containing 0.02% sodium azide. Fixed larvae were transferred
to 15% sucrose at 4 °C overnight and then embedded in 7.5% gelatin/15% sucrose, flash frozen in
isopentane at -45 °C and stored at -80 °C. When needed, frozen embedded larvae were cut into 20 pm
thick sections using a cryostat, mounted on Superfrost slides and stored at -20 °C until immunostaining.
For gephyrin, larvae were not fixed, but transferred in 15% sucrose for 1 h at room temperature,
anesthetized with 0.01% tricaine and embedded in 7.5% gelatin/15% sucrose. 20-pm-thick sections
were post-fixed for 10 min with 4% formaldehyde and treated with 0.25% trypsin diluted in PBS
for 2 min. Immunostaining was performed as follows. Sections were washed three times with PBS,
blocked and permeabilized with 0.2% gelatin/0.25% Triton diluted in PBS. Rabbit antibody anti-PSD-95
(Abcam, Ab18258, 1:200), an excitatory post-synaptic protein, or rabbit antibody anti-gephyrin (Abcam,
ADb185993, 1:100), an inhibitory post-synaptic protein, were added onto the sections, which were
incubated overnight at room temperature. Sections were washed several times and incubated with
anti-rabbit IgG Alexa 488 conjugated antibody (Molecular Probes, A-21206, 1:500), in the dark at room
temperature. After 1 h incubation, sections were washed and stained in the dark for 10 min with
0.3% DAPI. After a last wash, sections were mounted in Fluoromount medium and conserved at 4 °C
in the dark. Sections were imaged using a Leica SP8 laser scanning confocal microscope equipped
with a 40x/oil 1.3 objective. Optic tectum and telencephalon regions were captured at full resolution,
0.063 x 0.063 x 0.4 pm voxel size. Images were deconvoluted using AutoQuant (Media Cybernetics,
Rockville, MD, USA) software and processed using Image]J software. PSD-95 and gephyrin puncta
were quantified using a semi-automated macro (Zsolt Csaba; Inserm UMR1141), which applied a
threshold to segment the image and select only the puncta ranging between 0.018 pm? and 3.14 pm?.
The total number of PSD-95 or gephyrin puncta was finally divided by the surface area of interest to
obtain the density of PSD-95 and gephyrin signal in the optic tectum. All manual cell counts were
performed blind.

2.7. Identification and Counting of Inhibitory and Excitatory Neurons

3,4 and 5 dpf larvae were anesthetized using 0.01% tricaine and embedded in 1.2% low-melting
agarose, ventral-side down, in a recording chamber covered with E3 medium containing 0.003% PTU
and 0.01% tricaine. The chamber was then placed under a Zeiss LSM 880 laser scanning confocal
microscope equipped with a WPApo 20x/1.0 objective. 52 slices spanning approximately 100 pm were
captured and processed using AutoQuant 3.1X (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA). Gadlb
and Vglut2a positive neurons in the optic tectum were counted using Imaris MeasurementPro8.4.2



Cells 2019, 8, 1199 40f13

(Bitplane, Zurich, Switzerland). Briefly, neurons were approximated as 7-um-diameter spheres and
sorted by their fluorescence intensity.

2.8. Neuronal Death

Neuronal death was detected in living zebrafish brains using acridine orange (AO), which binds to
free nucleic acid. 4 dpf control and scn1Lab larvae were incubated for 20 min with 10 uM AO (VectaCell)
in E3 medium. Larvae were washed several times, paralyzed with 300 uM PB and embedded in 1.1%
low-melting agarose in the center of a 35 mm glass-bottom dish, covered with E3 medium containing
0.003% PTU and 300 uM PB. 100 pm brain stacks were acquired using a Leica SP8 laser confocal
scanning microscope equipped with a 20x/multi-immersion 0.75 objective. In addition, 4 dpf control
and morphant brains were dissected, fixed with 4% formaldehyde and stained with activated caspase-3
antibody. The brains were first washed with 0.1% triton in PBS, then permeabilized and blocked with
5% goat serum/1% Triton in PBS. Rabbit polyclonal antibody to activated caspase-3 (Abcam, Ab44976,
1:500) was added, which was incubated overnight at room temperature. Brains were washed several
times and incubated with an anti-rabbit IgG Alexa 488 conjugated antibody (Molecular Probes, A-21206
1:500), for 1 h at room temperature in the dark. Brains were finally washed, embedded in 1.1% agarose
in the center of a 35 mm glass-bottom dish and imaged using a Leica SP8 laser scanning confocal
microscope equipped with a 20x/multi-immersion 0.75 objective. All images were processed using
AutoQuant 3.1X (Media Cybernetics, Rockville, MD, USA) and Image] software.

2.9. Colocalization of Activated Caspase-3 Labeling with Inhibitory or Excitatory Neurons

4 dpf Tg[Gad1:GFP; Vglut2a:DsRed] larval brains were stained using activated caspase-3 antibody
followed by anti-rabbit IgG Cy5 conjugated antibody (Molecular Probes, A-10523,1:300) and imaged as
previously described. Images were processed using AutoQuant 3.1X (Media Cybernetics, Rockville,
MD, USA). Colocalization of activated caspase-3 signals with Gad1b or Vglut2a positive neurons was
assessed manually using Image]J software.

2.10. Z-VAD Treatment

3 dpf control and scn1Lab larvae were incubated for 24 h with either vehicle or 300 uM Z-VAD-fmk
(Sigma), in E3 medium containing 1% dimethyl sulfoxide (DMSO). Dead cells were then labeled using
AO and imaged as previously described.

2.11. Statistics

Data were plotted and analyzed using GraphPad Prism 5. Data were checked for normality
using the d”Agostino and Pearson omnibus normality test with alpha set at 0.05. Data that did not
follow a normal distribution were compared with a Mann-Whitney test. Data that followed a normal
distribution were analyzed with Student’s two-tailed unpaired ¢-test with or without Welch'’s correction
depending on the variance difference of each sample. Graphs show the mean and the SEM.

3. Results

3.1. Calcium Imaging Combined with LFP Recordings as Tools to Analyze Neuronal Activity in Vivo in
ScnlLab-Depleted Zebrafish Larvae

As previously described, zebrafish embryos injected with 1 pmol scnl1LabAVS

morpholino-oligonucleotide, hereafter referred to as scn1Lab morphants, and scn1Lab*%%%? mutants
displayed several highly penetrant phenotypes, including black appearance resulting from defective
pigment aggregation, failure to inflate their swim bladder, and, from 4 dpf onward, recurrent
spontaneous epileptiform seizures, reflected by a markedly increased swimming activity of the
larvae [8,10], (Figure S1). Importantly, since phenotypes observed in scn1Lab morphants (N = 904),
and particularly seizure number and intensity, were the same as those seen in scn1Lab*>%*%>2 mutants
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(N =192), we decided to use the former to further characterize the neuronal phenotypes associated
with loss of Scn1Lab function.

First, to confirm that the increased swimming activity observed in 4 dpf scn1Lab morphants did
correspond to bona fide epileptic seizures caused by the synchronous hyperexcitation of large neuron
populations, we generated zebrafish scn1Lab morphants that also carried the Tg[HuC:GCaMP5G]
transgene encoding a calcium-dependent fluorescent protein expressed under the control of the
pan-neuronal HuC promoter [16]. To record transient calcium uptakes associated with neuron
hyperexcitation during epileptiform seizures, we imaged the optic tectum of pancuronium-paralyzed
and agarose-immobilized 4 dpf larvae and simultaneously recorded forebrain local field potentials
(LFPs) (Figure 1A). Results show that scn1Lab“YC morphants displayed recurrent spontaneous
transient calcium uptake events, events with AF/F;, > 0.04, (Figure 1E, F; p < 0.001) that also precisely
corresponded to multi-spike ictal-like discharges (correlation coefficient R? =0.772) (Figure 1G,H),
which were never seen in either non-injected larvae or control morphants (Figure 1D) (Figure S2). Thus,
in good agreement with previous results [8,10], 4 dpf Scn1Lab-depleted zebrafish larvae displayed
epileptiform seizures, which could be detected in vivo by both calcium imaging techniques and
LFP recordings.

3.2. Inhibitory/Excitatory Synaptic Balance is Disrupted in ScnlLab-Depleted Larvae

Harmonious functioning of neuron networks relies on a finely tuned balance between excitatory
and inhibitory inputs [17]. Synapses, which are essential components of this balance, comprise both
excitatory and inhibitory subunits that release glutamate and GABA, respectively [18]. This balance is
impaired in neurological disorders such as epilepsy in which large populations of neurons display
synchronous hyperexcitation [19,20]. We recently showed that zebrafish gabral” and depdc57 epileptic
mutants displayed markedly fewer inhibitory synapses compared to age-matched control larvae,
showing that these two mutants display brain development defects [21,22]. To determine whether
ScnlLab deficiency also induced unbalanced excitatory/inhibitory post-synaptic outputs, we analyzed
and compared, by immunocytochemistry, the distribution of the two post-synaptic populations on brain
sections of 5 dpf control and Scn1Lab-depleted larvae, using anti-PSD-95 and anti-gephyrin antibodies,
which label excitatory and inhibitory post-synaptic terminals, respectively [23]. Quantification of the
two post-synaptic populations showed a marked increase in PSD-95 labeling (Figure 2B,C; p < 0.01)
combined with a clear decrease of that of gephyrin (Figure 1E,F; p < 0.01), in scn1Lab”YS morphants,
compared to controls (Figure 2A,D). These data clearly show that depletion of Scn1Lab causes a marked
disruption of the synaptic balance, which is shifted toward excitation (Figure 2G; p < 0.01).

3.3. Distribution of Excitatory and Inhibitory Neurons in scn1Lab Model

We next assessed whether the defective excitatory/inhibitory synaptic balance seen in
ScnlLab-depleted larvae could be related to an abnormal ratio of inhibitory and excitatory neurons.
To test this hypothesis, we used the double transgenic line Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed] that labels
inhibitory neurons with GFP and excitatory neurons with DsRed [24,25] as recipient line to generate
scnl1LabAlG
revealed that the total number of neurons is significantly decreased in scn1Lab“UCG morphants at 3 dpf
(Figure 3D; p < 0.05), 4 dpf (Figure 3G; p < 0.001) and 5 dpf (Figure 3J; p < 0.01) when compared to

age-matched controls. Next, we quantified the number of inhibitory (GFP*) and excitatory (DsRed™)
bAUG

morphants (Figure 3). First, live imaging combined with quantitative image analysis

neurons at 3, 4 and 5 dpf in scnlla
the percentage of excitatory and inhibitory neurons was similar in ScnlLab-depleted and control
larvae (Figure 3K). By contrast, the ratio of excitatory to inhibitory neurons was markedly increased at
4 dpf (Figure 3L; p < 0.001) and 5 dpf (Figure 3M; p < 0.01). It is of note that the ratio of excitatory to
inhibitory neurons did not change in control embryos between 3 and 5 dpf (Figure 3K,L,M).

morphants and controls. Our results show that at 3 dpf,
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(A) Schematic of the

experimental setup to simultaneously record local field potential and calcium activity of a larval zebrafish
brain. (B,C) Calcium images showing respectively the baseline activity (B) and the seizure activity (C).
The fluorescence intensity is color-coded as shown in the color bar below the images. (D,E) Representative
20 min calcium recording of immobilized and paralyzed 4 dpf control (D) (N =9) and scn1Lab (E) (N =9)
larvae. Each calcium event is shown with an orange arrowhead. (F) Number of events, calcium increases
greater that 0.04 AF/Fy amplitude, during 1 h recording. (G) Representative LFP, recorded in the left neuropil
of the optic tectum, and calcium traces, from the optic tectum, of a paralyzed and immobilized 4 dpf scn1Lab
larva. (H) Correlation between LFP and calcium events duration (n = 46). N = number of larvae and
n = number of events. Error bars on all graphs represent standard error of the mean (SEM). ***, p < 0.001.

p-value was determined using Student’s unpaired ¢-test.
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Figure 2. Defects of excitatory/inhibitory balance in the Scn1Lab-depleted larvae. (A,B) 20 um coronal
sections of 5 dpf control (A) (N = 5, n = 15) and scn1Lab (B) (N = 5, n = 15) larvae stained with PSD-95,
an excitatory post-synaptic scaffolding protein. (D,E) 20 pm coronal sections of 5 dpf control (D)
(N =5,n=20) and scn1Lab (E) (N = 5, n = 19) larvae stained with gephyrin, an inhibitory post-synaptic
scaffolding protein. Images were acquired with a SP8 Leica laser scanning confocal microscope
equipped with a 40x/oil 1.3 objective. Scale bar 5 um. (C,F) Quantification of PSD-95 (C) and gephyrin
(F) puncta density. (G) PSD-95/gephyrin puncta density ratio. N = number of larvae and #n = number

control scnilab

of sections. Error bars on all graphs represent standard error mean (SEM). **, p < 0.01. p-values were
determined using the Mann-Whitney test.

3.4. Increased Neuron Apoptosis in ScnlLab-Depleted Larvae

A large body of data gained from the analysis of neuronal tissues from human epileptic patients
and animal epilepsy models clearly indicates that both brief and prolonged seizures cause neuron
death through activation of both apoptosis and autophagy signaling pathways [26-28]. We therefore
investigated whether Scn1Lab depletion induced increased neuron apoptosis. We first used in vivo
labeling with acridine orange. Results showed that the number of apoptotic cells was markedly
increased in scn1Lab”YS morphants compared to control larvae (Figure 4A,B,D; p < 0.001). To confirm
this result, we also visualized neuron apoptosis using immunocytochemistry and anti-activated
caspase-3 antibody In good agreement with acridine orange staining, a significant increase in the
number of activated caspase-3 positive cells were observed in the brain of Scn1Lab-depleted individuals
compared to control larvae (Figure 4E,EG; p < 0.001).
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Figure 3. Evolution of the excitatory-inhibitory neuronal population in the scn1Lab model. (A1-3,B1-3) Dorsal
view of 3 dpf Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed] control (A1.3) (N = 8) and scn1Lab (B1.3) (N = 8) living larvae.
(A1,B1) Inhibitory neurons (Gad1b:GFP) in 3 dpf control (A1) and scnllab (Bq) larvae. (Az,B2) Excitatory
neurons (Vglut2a:DsRed) in 3 dpf control (Az) and scn1Lab (Bp) larvae. (A3,B3) Merged image of 3 dpf control
(A3) and scn1Lab (B3) larvae. (C) Dorsal view schematic of a 4 dpf larva. The red rectangle shows the region of
interest. (Ej-3,F1-3) Dorsal view of 4 dpf Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed] control (E1.3) (N = 8) and scn1Lab
(F1-3) (N = 8) living larvae. (E1,F1) Inhibitory neurons (Gad1b:GFP) in 4 dpf control (E1) and scn1Lab (Fq) larvae.
(E2,F2) Excitatory neurons (Vglut2a:DsRed) in 4 dpf control (E) and scn1Lab (F,) larvae. (E3,F3) Merged image
of 4 dpf control (Ez) and scn1Lab (F3) larvae. (Hy-3,I1-3) Dorsal view of 5 dpf Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed]
control (Hy3) (N = 8) and scn1Lab (I13) (N = 8) living larvae. (Hy,I1) Inhibitory neurons (Gad1b:GFP) in 5 dpf
control (Hy) and scnlLab (I4) larvae. (Hp,I) Excitatory neurons (Vglut2a:DsRed) in 5 dpf control (Hp) and
scnllab (Ip) larvae. (H3,I3) Merged image of 5 dpf control (Hz) and scn1Lab (I3) larvae. (D,G,J) Number of
neurons in control and scnlLab larvae at 3 dpf (D), 4 dpf (G) and 5 dpf (J). (K,.L,M) Number of inhibitory
and excitatory neurons in control and scrn1Lab larvae at 3 dpf (K), 4 dpf (L) and 5 dpf (M). All images are
representative 20 pum stacks acquired using LSM 880 Zeiss laser scanning confocal microscope equipped with a
WPApo 20x/1.0 objective. Scale bar 40 um. N = number of embryos. Error bars on all graphs represent standard
error mean (SEM). * p < 0.05; ** p < 0.01; **p < 0.001 indicate a statistically significant difference between
control and scnlLab larvae. Statistically significant difference between inhibitory and excitatory neuronal
population is indicated as $$, p < 0.01; $$3$, p < 0.001. p-values were determined using Student’s unpaired t-test.
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Figure 4. Increased neuronal death in Scn1Lab-depleted larvae. (A,B) Dorsal view of 4 dpf living control (A)
(N =15) and scn1Lab (B) (N = 15) larvae stained with acridine orange; 100 um stack. Scale bar 40 pm. (C) Dorsal
view schematic of 4 dpf larva. The red rectangle shows the region of interest for global cell death quantification.
(D) Number of acridine orange-positive cells in 4 dpf brain. (E,F) Dorsal view of 4 dpf control (E) (N = 24)
and scnllab (F) (N = 22) brain stained with activated caspase-3 antibody; 100 um stack. Scale bar 40 um.
(G) Number of activated caspase-3-positive cells in 4 dpf brain. (H-I) Dorsal view of 4 dpf Z-VAD-treated
control (H) (N = 18) and scn1Lab (I) (N = 16) larvae stained with acridine orange; 100 um stack. Scale bar
40 pm. (J) Number of acridine orange-positive cells in 4 dpf brain. (K) Dorsal view schematic of 4 dpf larva.
The red rectangle shows the region of interest for activated caspase-3 signal colocalization with inhibitory
and excitatory neurons quantification. (L) Number of inhibitory (Gad1b:GFP) and excitatory (Vglut2a:DsRed)
neurons also showing activated caspase-3 labelling in control and scn1Lab larvae. (M4, N1.4) Dorsal view
of 4 dpf Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed] control (M14) (N = 14) and scn1Lab (N14) (N = 14) brain stained
with activated caspase-3 antibody; representative 15 pm stack. Scale bar 10 pm. (M1,N1) Inhibitory neurons
(Gad1b:GFP) in control (M1) and scn1Lab (N1) larvae. (M2,N2) Excitatory neurons (Vglut2a:DsRed) in control
(M) and scn1Lab (Np) larvae. (M3,N3) Activated caspase-3 staining in control (M3) and scn1Lab (N3) larvae.
(M4,N4) Merged images of control (My) and scn1Lab (Ng) larvae. Excitatory neurons with activated caspase-3
expression are shown by arrowheads, while inhibitory neurons with activated caspase-3 expression are shown
by arrows. Images were all acquired with an SP8 Leica laser scanning confocal microscope equipped with
40x/water 1.1 objective. N = number of embryos. Error bars on all graphs represent standard error mean
(SEM). *, p < 0.05; ***, p < 0.001 indicate a statistically significant difference between control and scnl1Lab larvae.
A statistically significant difference between inhibitory and excitatory neuronal population is indicated as $$$,
p < 0.001. p-values were determined using Student’s unpaired #-test.
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Because ScnlLab-depleted larvae showed an increased number of apoptotic cells, we next
investigated whether this apoptosis was caspase-dependent. To test this hypothesis, we used Z-VAD,
a cell-permeable caspase inhibitor that reversibly binds to the catalytic site of caspase proteases and
inhibits their activity [29]. We incubated 3 dpf Scn1Lab-depleted and control embryos for 24 h in
E3 medium containing 300 pM Z-VAD and 1% DMSO [30-32]. As negative control, age-matched
ScnlLab-depleted and control larvae were incubated for 24 h in E3 medium containing 1% DMSO.
Cell death was assessed using acridine orange staining combined with real-time confocal imaging.
Our data show that following Z-VAD treatment, the number of acridine orange-positive cells increased
in both control (Figure 4A,H) and Scnl1Lab-depleted larvae (Figure 4B,I), suggesting that Z-VAD had
no effect on cell apoptosis in scn1Lab model.

We next examined whether apoptotic death occurred in excitatory or inhibitory neurons. To do this,
4 dpf Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed], ScnlLab-depleted and Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed] control
larvae were fixed and analyzed by immunohistochemistry using anti-activated caspase-3 antibody.
In both Scnl1Lab-depleted (Figure 4N1-4) and control (Figure 4M;4) Tg[Gad1b:GFP; Vglut2a:DsRed]
larvae, we observed a greater number of excitatory neurons expressing activated caspase-3 than
inhibitory ones. Quantification of the number of inhibitory and excitatory neurons colocalizing with
activated caspase-3 expression, confirmed that neuronal death specifically affects excitatory neurons
(Figure 4L; Gadlb™-Act-Casp3* vs Vglut2a*-Act-Casp3* controls: p < 0.001; Gadlb™-Act-Casp3* vs
Vglut2a*-Act-Casp3* scnlLab: p < 0.001).

4. Discussion

Dravet syndrome (DS) is a catastrophic childhood epilepsy with multiple comorbidities, which
include severe intellectual disability, impaired social development, persistent drug-resistant seizures
and high risk of sudden unexpected death in epilepsy (SUDEP) [1,33]. In recent years, thanks to
vertebrate genome conservation, full genome sequencing and readily available molecular tools and
techniques, zebrafish has become a powerful and versatile animal model for studying genetic forms of
epilepsy and also to screen for novel anti-epileptic drugs [8,10,22]. Among epilepsy mutants, zebrafish
larvae with loss of function of the scn1Lab gene, one of the two zebrafish orthologs of SCN1A, was
instrumental to identify drugs alleviating seizures in refractory epilepsy [8,10]. However, despite
the large number of studies that have used ScnlLab-depleted zebrafish mutants and morphants,
the neuronal phenotypes induced by loss of function of this sodium channel encoding gene have not
yet been fully investigated.

Using combined in vivo calcium imaging and local field potential (LFP) in the optic tectum of
zebrafish models of DS, we observed a full correlation between calcium activity and neuronal activity,
with both techniques consistently showing generalized ictal-like seizure events. Recent studies showed
a correlation between calcium and local field potential activities using an acute PTZ seizure model in
zebrafish [14]. To our knowledge, this is the first time that a correlation between calcium and electrical
activities has been reported in a genetic model of epilepsy. This finding is important for research on
epilepsy because it validates the use of calcium activity to monitor the dynamics of seizures at the scale
of an entire vertebrate brain. In particular, calcium imaging provides a unique opportunity to follow
the dynamics of seizures spatiotemporally, from the initiation site to propagation through the brain.

We focused on excitatory and inhibitory synapses by studying two important proteins that are
markers of synaptic integrity, PSD-95 and gephyrin [23]. PSD-95, by its PDZ domains, serves as a
scaffolding protein with a docking site for signaling proteins clustering around NMDA- and AMPA-
type glutamate receptors, which are crucial for excitatory neurotransmission and synaptic plasticity [34].
Gephyrin is a core scaffolding protein, the postsynaptic component of inhibitory synapses, and it
controls the formation and plasticity of inhibitory synapses through regulation of GABAA and glycine
receptors [35]. In the present study, we demonstrated that levels of PSD-95 and gephyrin are modified
in zebrafish models of DS. Indeed, by studying the distribution of excitatory and inhibitory neurons
during development, we have shown that at 3 days of development, the ratio of excitatory to inhibitory
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neurons was comparable between ScnlLab-depleted larvae and their sibling controls. Interestingly,
from 4 days of development onward, we observed that the proportion of excitatory neurons increased
when compared to that of inhibitory neurons in scn1LabAUG
unchanged in control embryos. This specific neuronal death may therefore explain the severe gephyrin
signal loss observed in the scn1Lab model. Moreover, the increase in excitatory neurons detected
from 4 dpf onward probably corresponds to the beginning of the disease in Scn1Lab-depleted larvae.
Interestingly, these data are in good agreement with our results obtained using LFP recording and
calcium imaging, showing that the peak of seizures was observable at 4 and 5 dpf in Scn1Lab-depleted

larvae [8].

morphants, while this ratio remained

Previous studies have shown that subtle changes in synaptic structure or composition, which
alter synaptic plasticity and functional responses, most likely contribute to synaptic dysfunction [36].
Differences in key synaptic protein levels can provide information about the excitatory/inhibitory
components of neurotransmission that might be disturbed or impaired during epileptogenesis [37].
It is known that the balance between excitatory and inhibitory synapses is impaired in patients with
epilepsy [20]. These results are also in line with the observation of Stief et al. (2007) in another model
of epilepsy in rats, that the balance between excitatory and inhibitory synapses is shifted toward an
over-excited state [19].

Our results using a zebrafish model of DS show an increase in apoptotic cells as previously
observed in models of epilepsy [26-28]. We have also shown that treatment of Scn1Lab-depleted
larvae with Z-VAD fails to inhibit cell death, suggesting that Z-VAD has no effects on cell apoptosis in
scnlLab model. However, we cannot exclude the possibility that Z-VAD may cause cellular toxicity in
scnllab model thus masking its protective effect. Unexpectedly, colocalization analysis of inhibitory
and excitatory neurons with activated caspase-3 staining at 4 dpf revealed that cell death preferentially
targeted excitatory neurons. This could be explained by the fact that during seizures, excitatory
neurons are hyper-excited and eventually die. In relation to this hypothesis, we sometimes observed
during in vivo calcium imaging, using larvae from transgenic line Tg[HuC:GCaMP5G; scnlLab], that
some neurons became hyper-excited, as revealed by the over-expression of GFP labeling, and die
(personal observations).

Our study emphasizes that the DS models are not only a powerful new tool for finding new
antiepileptic drug candidates that could alleviate refractory seizures [8-10], but more importantly, they
also display neurodevelopmental alterations characteristic of epileptic brains, such as the imbalance
of excitatory/inhibitory synapses and apoptosis. Our data thus provide in vivo evidence for a
developmental aspect of epileptogenesis that had been hypothesized [38,39], but not definitely proved.
Our study shows that DS is a disease of the central nervous system, and it calls for a closer focus on
neurodevelopmental defects leading to severe comorbidities in DS (speech deficiency, autism, etc.)
and not just on managing refractory seizures with antiepileptic drugs. More research is needed to
understand the exact neurodevelopmental abnormalities causing epilepsy and to correct them as
early as possible, rather than only treating them symptomatically at later stages. In the same way,
we showed previously that gabral loss of function (generalized epilepsy) induced developmental
alterations, in particular for the establishment of GABAergic networks throughout the brain [22].

The findings reported here shed light on the neurobiological changes that occur in the early stages
of DS, and are a promising start in understanding the neurodevelopmental origins of DS and finding
potential treatments to restore normal brain development at earlier stages of the disease.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4409/8/10/1199/s1,
Figure S1: Comparison of scn1LabAUG morphant and scnl1Labs552/s552 mutant morphology and locomotor
activity, and http://www.mdpi.com/2073-4409/8/10/1199/s2, Figure S2: Neuronal activity of scn1Lab model.
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