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Introduction

Les encéphalopathies développementales et épileptiques (EDE) sont des troubles dévastateurs du
neurodéveloppement, incluant des déficits moteurs, comportementaux et psychiatriques associés a une
épilepsie sévere et pharmaco-résistante, diagnostiqués pendant la petite enfance. La liste des génes
associés aux EDE ne cesse de s'allonger, mais le développement de traitements moléculaires ciblés
accuse un retard considérable. Des mutations du géne KCNBL1, codant pour un canal potassique Kv2.1 et
participant au repos neuronal du cerveau en condition physiologique, ont été rapportés chez des patients
atteints d’EDE. Ces variations dans la séquence d’ADN de KCNBL1 conduisent a une perte de fonction qui
se traduit notamment par un dysfonctionnement et une perte d’efficacité du canal Kv2.1 (ou KCNB1) a
mettre les neurones au repos. Bien que des progrés significatifs aient été réalisés notamment dans des
modeles in vitro (cultures cellulaires), notre compréhension sur le réle de KCNB1 dans les EDE reste

encore a élucider dans le contexte d’'un modeéle in vivo (modéle animal).
Objectifs

Notre travail est de fournir de nouveaux éléments clés et de mettre en lumiére des mécanismes
pathologiques dus a un dysfonctionnement du canal Kv2.1 (ou KCNB1). Le projet de recherche se
concentre sur un modele génétique de poisson-zebre par inactivation du géne kcnbl a I'aide de techniques
génétiques permettant la récapitulation de la perte de fonction du canal observée chez les patients atteints
d’EDE. Le modéle est étudié entre 0 et 6 jours post-fécondation (jpf) afin d’évaluer la période d’apparition
et de développement de la maladie chez les embryons et larves de poisson-zébre. Ce projet a pour but
de répondre a trois objectifs principaux : (1) mimer les principaux symptémes observés chez les patients
a différentes échelles (anatomique, morphologique, locomotrice) afin de déterminer la pertinence de ce
modéele pour I'étude des EDE, (2) déterminer les mécanismes physiopathologiques sous-jacents a ce géne
en évaluant son role dans le systéme nerveux central par une meilleure compréhension de son implication
dans les fonctions neuronales et en caractérisant un éventuel phénotype épileptique et (3) identifier une
stratégie thérapeutique efficace chez le poisson-zebre, pour protéger contre l'apparition des premiers

symptdmes ou pour restaurer ceux déja existants, qui serait applicable aux patients.
Résultats

Les résultats obtenus indiquent que le modele génétique de poissons-zébre présente des symptomes
similaires & ceux observés chez les patients atteints d’EDE. En effet, I'inactivation partielle (kcnb1+/-) ou
compléte (kcnbl-/-) de kenbl dans I'organisme des poissons-zébres a révélé a la fois un comportement
de nage incontrdlé et une hyperexcitabilité des circuits neuronaux reflétant un phénotype épileptique. Les
premiéres molécules testées ont fourni une protection contre certaines dysrégulations identifiées. Les
résultats obtenus seront présentés prochainement dans un article actuellement en préparation (Robichon

et al. In preparation).



Ainsi, les résultats ont révélé un taux de survie des modéles mutants (kcnbl+/- et kenbl-/-) similaire a la
condition contréle et n'ont pas montré de changements majeurs dans les paramétres morphologiques clés.
L'inactivation partielle ou compléte de kcnbl conduit a une diminution de l'activité prémotrice, consistant
en des contractions répétitives des muscles de la queue, au cours du premier jour post-fécondation (jpf)
par rapport a la condition controle et reflétant une perturbation de la fonction neuronale. Au 2éme jpf, les
larves contr6les développent des réponses de fuite suite a une stimulation mécanique et caractérisées par
des trajectoires de nage droites et controlées. A ce stade, la trajectoire des modéles mutants est
caractérisée par des nages circulaires, cohérentes avec le phénotype épileptique. L'activité locomotrice
spontanée a ensuite été étudiée entre 3 et 6 jpf révélant une hyperactivité locomotrice a la fois durant des
périodes de luminosité et d’obscurité chez les larves kcnbl-/-. La réponse locomotrice a une molécule pro-
convulsivante est significativement augmentée chez les poissons mutants et ces résultats sont corrélés a
une hyperactivité neuronale par évaluation de marqueurs spécifiques dans le cerveau ainsi que par des
changements électrophysiologiques plus importants enregistrés dans le cerveau des larves des lignées
mutantes. En revanche, l'inactivation de kcnbl n'a pas induit de changements dans l'organisation
structurelle des fibres musculaires de la queue des poissons ni dans I'organisation des circuits neuronaux.
De plus, le criblage des premiéres molécules favorisant 'augmentation du GABA disponible dans les
circuits neuronaux a révélé un effet protecteur contre I'hyperactivité locomotrice induite par une molécule
pro-convulsivante. Ces résultats soutiennent I'hypothése de mécanismes de perte de fonction

responsables du phénotype d'encéphalopathie KCNB1, affectant les fonctions électriques des neurones.
Futures expériences

Le modéle de poisson-zébre perte de fonction de kcnbl a permis d’obtenir des résultats encourageants
que nous souhaitons confirmer notamment par l'identification précise des sous-types neuronaux affectés
(inhibiteurs et/ou excitateurs). Ces nouveaux résultats permettront d’identifier et de cribler quelques
molécules candidates a la fois dans les modeéles animaux et cellulaires. Les cultures cellulaires et le
modele du poisson-zébre, en raison de sa perméabilité, sont de bons candidats pour le criblage de
molécules. Nous prévoyons de tester des molécules candidates telles que des activateurs de la synthése
du GABA et des inhibiteurs de la libération du glutamate en fonction des prochains résultats obtenus et
qui détermineront les voies de signalisation et/ou des fonctions neuronales spécifiquement impactées par

I'inactivation de kcnbl.
Conclusion

Cette étude démontre que le modéle perte de fonction de kcnbl chez le poisson-zébre est un modele
précieux pour récapituler certaines caractéristiques phénotypiques précoces de I'encéphalopathie KCNB1,
associant une déficience comportementale et locomotrice précoce, une susceptibilité accrue aux crises
d'épilepsie et des déficiences de la fonction neuronale dans le cerveau en développement des embryons
et des larves. Ainsi, ces résultats soulignent I'importance de KCNB1 dans les voies de signalisation
neuronale du développement et soutiennent la pertinence de la perte de fonction de KCNBL1 en tant que
cause génétique des troubles EDE apparentés. Ce modéle pourrait étre utilisé pour identifier des stratégies
thérapeutiques efficaces pour améliorer le pronostic a long terme des patients atteints d'encéphalopathie
KCNBL1.
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