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Un modele murin

de sclérose tubéreuse

de Bourneville pour comprendre
le processus d’épilepsie
associé aux tubers corticaux

David Feliciano, Angélique Bordey

La sclérose tubéreuse de Bourneville (TS)
est une maladie génétique autosomi-
que dominante touchant les genes dits
suppresseurs de tumeursTs cI (codant
pour ’hamartine) et Tsc2 (codant pour
la tubérine). Ces mutations entrainent
des lésions dans de nombreux organes
dont le cerveau, la peau et les reins.
Les symptomes neurologiques (crises
d’épilepsie, retard mental et troubles
du spectre autistique) sont des causes
importantes de morbidité. €n particu-
lier, plus de 80 % des patients atteints
de TS souffrent de crises d’épilepsie qui
débutent peu aprés la naissance et sont
difficiles a contrdler [1].

Chez ces patients, I’épilepsie résulte de
la présence de lésions corticales appe-
|ées tubers corticaux, souvent associées
ad des nodules (ou hétérotopies car de
localisation aberrante) sous-corticaux
[1]. Ces Iésions, qui se forment au cours
de la vie intra-utérine, ont des res-
semblances avec d’autres malforma-
tions du développement cortical (dys-
plasie corticale focale par exemple),
ce qui suggere un mécanisme commun
d’épileptogenése [2]. Ainsi, malgré son
incidence faible (environ 1/6 000 nais-
sances), la sclérose tubéreuse de Bour-
neville doit étre considérée comme une
maladie modele pour comprendre la
genese des mécanismes conduisant a
I’épilepsie dans les malformations du
développement cortical. Toutefois, en
I’absence d’un modeéle animal adéquat,
la formation des tubers corticaux et
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leur influence sur le processus épilep-
tique restent inexplorées. Pour combler
cette lacune, nous avons développé
une nouvelle stratégie pour générer des
tubers corticaux dans un modele murin
et reproduire le mosaicisme génétique
et les caractéristiques de la maladie
observées chez I"homme. Nos résultats
soulévent également la question du rdle
de la gliose astrocytaire dans la surve-
nue de I’épilepsie chez ces patients.

Induction focale de tubers
intracérébraux dans un modeéle murin

Stratégie expérimentale mimant

un processus en deux étapes (two-hit)
Les patients atteints de TS sont tous
porteurs de mutations germinales dans
I’'un des alléles des genes Tscl ou Tsc2
[3]. Rappelons que ’hamartine, produit
du gene Tscl, régule négativement mTOR
(mammalian tar get of rapamy cin) qui,
a son tour, contréle la phosphorylation
de S6, un élement-clé de la synthese
protéique. L'absence de Tscl est donc
associée a une hyperactivité de mTOR.
Des données récentes suggeérent que
la formation des tubers résulte d’une
inactivation biallélique de Tscl ou Tsc2
qui serait la conséquence de muta-
tions somatiques survenant au cours
de la corticogenese [4, 51, réalisant un
modeéle a deux coups (two-hit model ).
Des souris transgéniques existent chez
lesquelles I'un des alleles Tscl ou Tsc2
est muté (mut) et le second alléle flan-
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qué par des séquences loxP (noté flox)
[6-9]. Lorsque ces souris sont croisées
avec des souris exprimant la recom-
binase Cre (Cre) sous le contrdle de
différents promoteurs, I'expression de
Cre entrafne I’excision du gene entre les
deux sites loxP et donc son élimination
(Figure 1). Chez ces souris Tsc1flox/mut y
Cre, certaines des caractéristiques des
lésions (cellules larges, gliose) typiques
de TS sont effectivement présentes, mais
manquent "aspect focal des Iésions et
leur association a des nodules hétéroto-
piques. Or, cette localisation sous forme
de foci de cellules anormales ayant une
hyperactivité de mTOR dans un cerveau
par ailleurs d’apparence normale est en
effet caractéristique des tubers obser-
vés chez les patients TS.

Pour recréer cette distribution restreinte
des tubers chez la souris, nous avons cher-
ché a éliminer le géne Tscl spécifiquement
dans un groupe de cellules a un moment
précis du développement cortical. Pour
ce faire, nous avons utilisé la technique
d’électroporation in utero (€IU) d’un vec-
teur codant pour la Cre dans des embryons
de souris Tsc1f1o¥mut (Paction de la Cre
aboutit a une délétion homozygote de
Tscl, Tscl™!) et dans des embryons de
souris contrdles TscI?/"t (Paction de la
Cre crée une haplo-insuffisance de Tscl).
’électroporation permet d’exprimer la
Cre spécifiquement dans certaines cellu-
les progénitrices corticales qui se diffé-
rencient ensuite d’une part en neurones
pyramidaux - dans les couches corticales
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Alléles TscI chez les souris TscIfovmt
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spécifiques -, d’autre part en astrocy-
tes. La co-électroporation d’un vecteur
codant pour une protéine fluorescente
rouge (PFR) permet la visualisation directe
du site d’électroporation et des neurones
génétiquement modifiés (Figure 2). Nous
avons aussi croisé ces souris Tsc]fox/mut
avec des souris porteuses d’une séquence
Stop floxée bloquant I"expression d’un
géne codant pour une protéine fluores-
cente verte (PFV) chez lesquelles la Cre
induit I'excision de cette séquence stop
et I'expression de PFV. Chez ces souris,
I’expression de la PFV est permanente dans
les neurones et les astrocytes, alors que la
PFR (exprimée & partir du plasmide élec-
troporé) est diluée au fur et a mesure des
divisions cellulaires successives des cellu-
les progénitrices, et ne s’exprime donc plus
dans les cellules gliales (astrocytes) pro-
duites tardivement par ces progéniteurs.
Nous avons donc obtenu une inactivation
biallélique de Tsc! dans les neurones PFR*
et les astrocytes PFV* dans des régions
corticales ciblées (cortex somatosensoriel
ou entorhinal et piriforme).

Conséquences de la délétion

de Tscl sur le développement cortical
Cette stratégie d’électroporation
appliquée a des embryons de 15 jours
entraine une perte d’hétérozygotie dans
les cellules électroporées et le déve-
loppement de malformations corticales
focales qui ressemblent a des tubers
(Figure 2 BC), avec en particulier des
défauts de lamination corticale. Ces
malformations contiennent des neu-
rones cytomégaliques (ou géants) et
multinucléés avec un arbre dendritique
anormal (Figure 2 DE). €n outre, dans
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les neurones TscI™' mais pas dans les
cellules haplo-insuffisantes, la protéine
mTOR est hyperactive comme le montre
I’augmentation de la phosphorylation de
sa protéine cible S6 (pS6) et la taille plus
importante des cellules. Ces malforma-
tions sont mosaiques en ce qui concerne
la taille des cellules et I’expression de
pS6. Des nodules se forment aussi dans
la substance blanche (hétérotopiques)
et ils contiennent des neurones cytomé-
galiques témoignant d’une localisation
aberrante de certains neurones Tsc™/!
lors de leur migration.

Une observation inattendue :
’absence d’astrocytes réactifs

Notre modele ne reproduit pas toutes
les caractéristiques des tubers humains
qui comprennent les cellules géantes et
une gliose et entrainent une épilepsie.
Si les souris ont un seuil de déclenche-
ment des crises d’épilepsie inférieur a
celui des animaux normaux ou haplo-
insuffisants, nous n'avons pas observé
de crises d’épilepsie spontanées. Nous
ne pouvons toutefois pas exclure la pré-
sence de crises infracliniques. Les tubers
ne sont d’ailleurs pas tous épileptoge-
nes chez les patients TS [10]. Uabsence
de cellules géantes ayant un phénotype
mixte neuronal et glial - normalement
présentes dans les tubers humains -
s’explique peut-€étre par les différences
innées entre les corticogeneses humaine
et murine. Plus surprenant, alors qu’un
processus d’astrogliose, méme s’il est
d’intensité variable, est communément
observé dans les tubers des patients TS
[11] et qu’on le tient pour responsa-
ble du processus épileptogéne [10],

Figure 1. Représentation des exons/introns des
alléles mutant et floxé (flox) avant et apres
électroporation du plasmide qui code pour la
Cre et la PFR. L'expression de la Cre entraine
I’excision des exons 17-18 dans I’allele floxé,
créant une délétion homozygote de Tscl dans

les cellules PFR".

les astrocytes en périphérie des tubers
générés dans notre modéle n’ont pas
les caractéristiques d’astrocytes réac-
tifs et ne surexpriment pas pSé. Il faut
rappeler que les astrocytes sont PFV*
dans les souris reporter et n’expriment
pas PFR en raison de la dilution du
plasmide PFR. Mais des astrocytes Tscl-
nll doivent étre logiquement produits
par la différenciation des progéniteurs
électroporés a €15. Nous avons effec-
tivement confirmé par microdissection
la présence d’astrocytes PFV* ayant une
délétion homozygote de Tscl, mais ils
n’ont aucune des caractéristiques TS :
pas de cytomégalie, ni de surexpres-
sion de pSé, et absence de phénotype
réactif. 1l n’est donc pas exclu que ce
soient les crises d’épilepsie associées
aux tubers qui sont a Iorigine de la
gliose et non ’inverse.

Quelles applications

de ce modéle Tsc1™! 2

Ce modele de formation de tubers a
plusieurs applications. Il va nous per-
mettre de découvrir les mécanismes de
formation des tubers et d’identifier de
nouvelles cibles pour limiter leur for-
mation. La possibilité de développer des
|ésions circonscrites a un endroit précis
du cortex est importante pour explorer
les mécanismes d’hyperexcitabilité cor-
ticale et la fonction des astrocytes. Les
souris exprimant des étiquettes fluo-
rescentes permettent la visualisation
directe des neurones et des astrocytes,
I’analyse de leur morphologie, I'imagerie
en temps réel de la migration des cellu-
les et les études électrophysiologiques.
’examen des propriétés biophysiques
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et des connexions synaptiques des neu-
rones TscI™!' est maintenant possible.
Enfin, notre approche et ce modele per-
mettront d’étudier les interactions des
neurones TscI™!' avec I’environnement
péritubéral qui est hyperactif chez les
patients TS [12]. ¢

Mouse model

of tuberous sclerosis complex
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