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Introduction

La maladie de Parkinson est une pathologie
neurodégenérative touchant pres de 100 000
Canadiens et Canadiennes. Elle se caractérise
notamment par la perte de neurones
dopaminergiques au niveau de la substantia nigra
des noyaux gris centraux, ce qui provoque des
tremblements, de la rigidit¢ musculaire et de la
bradykinésie. Bien que traditionnellement associée a
des facteurs environnementaux, des études récentes
démontrant I’origine génctique de certaines formes
de la maladie de Parkinson ont permis d’identifier
plusieurs genes lies a celle-ci, dont le gene
presenilin-associated rhomboid-like (PARL).

Le but de cette ¢tude est d'approfondir les
mecanismes fonctionnels et expressionnels de 1'un
des paralogues PARL, parla, chez le poisson-zebre,
dont I'organisation cérébrale présente des similitudes
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Reésultats

Quatre tests de dépistage d’ADN ont ¢t¢ menes chez quatre séries de poissons zebres de parents différents
(tous des mutants) pour tenter de deceler des individus F1 mutants. Malheureusement, aucun mutant F1 n’a

eté observé.
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La mutation du gene parla chez les poissons-zebres et son
implication dans la maladie de Parkinson

Conclusion

Aucun mutant pour le gene parila ne fut trouve et
ce, apres plus de deux ans d’¢tude (mence par
Mme Merhi). Les quatre tests de dcpistage
effectues entre les mois de janvier et mars furent
tous negatifs et similaires a la Figure 1. Les
raisons pour lesquelles les mutants ne sont pas
observeés sont encore inconnues, mais pourraient
etre lices a des malfonctions des mécanismes
d’insertion de sa mutation chez les parents. Une
autre hypothese avancee est celle du
mosaicisme, soit la présence de cellules mutées
et non mutées au sein d’un méme individu,
suggerant ainsi que 1’échantillon de nageoire du
temoin positit (F,) contenait la mutation alors
que ses cellules germinales ne la contenaient
pas. La descendance de ce poisson est donc
n¢gative pour la mutation, tel que montré ici.
D’ailleurs, un nouveau protocole prévoyant une
analyse des embryons est avance.

avec celle de I'humain, utilisant des techniques de
genotypage pour identifier les mutants de premicre
generation (F1) (F1 sont nes d'un parent sauvage et
d'un parent mutant, dont le géne paria a subi une
deletion d'exon). La découverte de mutants chez les
individus F1 nous permettra de créer une lignée de
poissons zebres mutants pouvant ensuite €tre utilisée
pour ¢tudier les implications fonctionnelles du gene
parla sur les mecanismes dégencratifs de la maladie
de Parkinson.
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Figure 1. (A) Résultat de I’¢lectrophorese sur gel d’agarose de I’ADN provenant de 15 individus F1 (1 a 15)
amns1 que 2 individus sauvages (WT) et 1 individu mutant pour le gene paria (P2). Les deux dernieres
colonnes (L) représentent les marqueurs de poids moléculaire (B), réferences utilisées pour déterminer le
nombre de paires de bases des fragments d’ADN ¢étudiés. Lorsqu’un fragment d’ADN est soumis a un courant
clectrique (130 V pendant 45 minutes), ce dernier migre sur une surface poreuse (gel d’agarose) de la cathode
vers I’anode (I’ADN ayant une charge negative a pH physiologique) en fonction de sa masse moleculaire. La
présence du gene parla muté chez les individus F1 peut ainsi etre détecté en sachant la masse moleculaire
approximative (= 300 paires de bases) du fragment attendu, de sorte que la présence d’une bande dans la
colonne de I’'individu P2 vis-a-vis le marqueur correspondant a cette masse nous permet de confirmer la
présence de la mutation. L’absence d’une telle bande indique un individu qui ne possede pas la mutation. Les
individus 1 a 15 ne sont donc pas mutants (ADN normal a masse moleculaire plus ¢leve). La visualisation des
bandes est permise par le safe red.
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Methodologie

La mutation (saut d’exon) est introduite chez des

individus (qui deviendront plus tard les parents) a (B)
I’aide de CRISPR/Cas9 guide¢ par un ARN.

MassRuler Express Forward DNA Ladder Mix, ready-to-use
bp ng/20pl ng/15pul ng/10pl ng/Spl

La detection de la mutation chez la genération F1
utilise la technique de geénotypage. Un petit
echantillon de nageoire postérieure est preleve
chez un individu, puis lysé a I’aide d’hydroxyde
de sodium (NaOH 50 mM) (Figure 2).

— 10000 200 150 100 50
— 7000 140 105 /0 35
— 5000 100 /5 50 25

— 3000 60 45 30 15

— 2000 40 30 20 10
— 1500 30 225 15 7.5

— 1000 200 150 100 50
— 700 140 105 /70

Les ¢chantillons sont ensuite incubes a 95°C pour
une periode de 10 minutes, puis neutralises a
I’aide de tris-HCI1 (1 M). Pour pouvoir visualiser
convenablement les segments d’ADN collectes,
une polymerase chain reaction (PCR) est
effectuce. Ceci permet d’amplifier une sequence
d’ADN spécifique en geénerant un grand nombre
de copies de celle-c1. La Figure 3 dépeint les
substances nécessaires a la PCR ainsit que leur
quantite respective. Le melange final contenu
dans le microtubule est incub¢ pendant 30 cycles
(58°C pour 45 secondes, puis 72°C pour 30

1% agarose

10 pl/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/ecm, 30 min

Ladder mix (marqueurs moléculaires)

-  GoTag mix

- Fw 4 primer

- Fw 1-3 primer
- Eau nanofiltree

secondes). - Echantillon J’aimerais
(ADN) laboratoire du
L’¢lectrophorese sur gel d’agarose (Figure 1) est - Merhi pour sa pat
finalement complétée pour nous permettre de leif)SllodguiZues ainsi que le D}*. Ma
visualiser les segments d’ADN préleveés plus tot (nageoire) consells pre(,:.le}l.x.*. i
programme d’initiation a

et analyser la présence ou non d’une mutation. Figure 2. Prélévement d’une portion de la

nageoire posteérieure d’un 1ndividu de la
generation F1 sous anesthésie (tricaine).

Figure 3. Préparation PCR en
vue de I’analyse de I’ADN des
individus

premier cycle (PIRPC) et
recherche au premier cycle.




