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Abréviations

J’ai pris le parti de privilégier les abréviations anglaises. Dans cette table, est indiquée pour chaque abréviation
sa signification en francgais, et en anglais quand il y a lieu.

laVvi
PEAs
CGE
CP
OEAs
EC
En
GAIN

GWn

1Z

LGE
(dV)MGE

MZ

PBS

Pn

POA

SEM
(ilo)Svz
USH1 et 2
VZ

couches néocorticales | a VI

potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral

éminence ganglionnaire caudale (caudal ganglionic eminence)

plague corticale (cortical plate)

otoémissions accoustiques

domaine extracellulaire de type cadhérine

n jours de vie embyonnaire

domaine autoprotéolytique induit des récepteurs couplés aux proteines G
(G-protein-coupled receptor (GPCR) autoproteolysis-inducing domain)
n“"® semaine de gestation (gestational week)

zone intermédiaire (intermediate zone)

éminence ganglionnaire latérale (lateral ganglionic eminence)
éminence ganglionnaire médiale (dorsale/ventrale)

(dorsal/ventral medial ganglionic eminence)

zone marginale (marginal zone)

tampon phosphate salin (phosphate-buffered saline)

n jours de vie postnatale

aire préoptique (preoptic area) télencéphalique

écart-type a la moyenne (standard error of the mean)

zone sous-ventriculaire (interne/externe) (inner/outer subventricular zone)
syndrome de Usher de type | et de type I

zone ventriculaire (ventricular zone)






Liste des symboles des molécules citées

La plupart de ces symboles proviennent du National Center for Biotechnology Information (Etats-Unis). Je donne
la plupart du temps leur signification en anglais. Si jai francisé le nom, jindique entre parenthése le nom en

anglais.

5HTR34
ackr3
adgrc1-3
adgrvl
aGPCRs

aktl
ADN
ARN(m)
arx
ascli
BDNF
BMP
calb2
camsap3
casp3
cdc4?2
cdhn
cdhrn

cdk4, cdk6
CELSR1-3
cib2

cntn2
ctnnbl
ctnndl
cxcl12
cxcr4

DAPI

dcx

diaph
discl

dix1, dix2, dIx5, dIx6
efna, efnb
EGFP
epha, ephb
erbb4
FGF8
FMR1
GABA
GABA,, GABAg
GAD1, 2

GAT1, GAT3
GDNF
(E)GFP

GFRa1
gipc3

récepteur ionotropique a la sérotonine (5-hydroxytryptamine receptor 3A)
atypical chemokine receptor 3

adhesion G protein-coupled receptor C1-3 (cf. CELSR1-3)
adhesion G protein-coupled receptor V1

récepteurs d’adhérence couplés aux protéines G

(adhesion G-protein-coupled receptors)

AKT serine/threonine kinase 1

acide désoxyribonucléique

acide ribonucléique (messager)

aristaless related homeobox

achaete-scute family bHLH transcription factor 1

brain derived neurotrophic factor

bone morphogenetic protein

calbindine-2 ou calrétinine (calbindin-2, calretinin)

calmodulin regulated spectrin-associated protein 3

caspase-3

cell division cycle 42

cadhérine-n (cadherin-n) ; pour cdh23, cf. cdhr23

protéine apparentée aux cadhérines n (cadherin-related protein n)
pour cdhr23 et cdhrl5, cf. cdh23 et pcdhl5

cyclin dependent kinase 4, 6

cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 1-3 (cf. adgrc1-3)
calcium and integrin binding family member 2

contactine-2 (contactin-2)

catenin (cadherin associated protein), 31 ou B-caténine (B-catenin)
catenin (cadherin associated protein), 61 ou p120

C-X-C motif chemokine ligand 12

C-X-C motif chemokine receptor 4
4',6-diamidino-2-phenylindole

doublecortine (doublecortin)

diaphanous related formin 1

disrupted in schizophrenia-1

distal-less homeobox 1, 2, 5, 6

éphrine (ephrin) de type a, de type bb

cf. GFP

récepteur aux éphrines (ephrin receptor) de type a, de type b
erb-b2 receptor tyrosine kinase 4

facteur de croissance fibroblastique-8 (fibroblastic growth factor)
fragile X mental retardation 1

acide y-aminobutyrique (y-aminobutyric acid)

récepteurs ionotropiques au GABA de type A, de type B
décarboxylases de I'acide glutamique-1, 2

(glutamic acid decarboxylase-1, 2)

GABA transporter 1, 3 (cf. slc6al, slc6al3)

glial cell-derived neurotrophic factor

protéine fluorescente verte (augmentée)

(enhanced green fluorescent protein)

GDNF family receptor alpha 1

GIPC PDZ domain containing family, member 3
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GJal gap junction protein, alpha 1

gli1-3 GLI-Kruppel family member GLI1-3
GPI glycosylphosphatidylinositol
gsx1, gsx2 GS homeobox 1, 2
GTP guanosine triphosphate
HGF facteur de croissance hépatocytaire (hepatocyte growth factor)
HTR2C 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2C
kcc2 potassium chloride cotransporter 2 (cf. slc12a5)
LHFPL5 lipoma HMGIC fusion partner-like 5
Ihx6 LIM homeobox protein 6
mecp2 methyl CpG binding protein 2
MTOR mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)
myh10 myosine non musculaire 10 (non muscular myosin-10)
NCAM1 molécule d’adhérence cellulaire neuronale-1
(neural cell adhesion molecule-1)
nkccl, nkcc2 Na-K-Cl cotransporter 1 (cf. slc12a2), 2 (cf. slc12al)
nkx2.1 NK2 homeobox 1
nr2f2 nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2
nrgl, nrg3 neuréguline-1, 3 (neuregulin-1, 3)
nrpl, nrp2 neuropiline-1, 2 (neuropilin-1, 2)
ntf4 neurotrophine-4 (neurotrophin-4)
ntnl nétrine-1 (netrin-1)
pafahlbl platelet activating factor acetylhydrolase 1b regulatory subunit 1
pcdhn protocadhérine-n (protocadherin-n) ; pour pcdh15, cf. cdhrl5
PFA paraformaldéhyde
plxnal pléxine-A (plexin-A)
ptcl patched-1
pten phosphatase and tensin homolog
pvalb parvalbumine (parvalbumin)
RFP protéine fluorescente rouge (red fluorescent protein)
rhoA ras homolog family member A
robol, robo3 roundabout guidance receptor 1, 3
satbl SATB homeobox 1
scnla sodium voltage-gated channel alpha subunit 1
shh sonic hedgehog
slc6al, slc6al3 solute carrier family 6 member 1 (cf. GAT1), 13 (cf. GAT3)
slcl2al, 2,5 solute carrier family 12, member 1 (cf. nkcc2), 2 (cf. nkccl), 5 (cf. kcec2)
slitl et 2 slit homolog 1 et 2
sema3a, 3f sémaphorine-3a, -3f (semaphorin-3a, 3f)
smo smoothened
SNAP25 synaptosomal-associated protein 25
SOX2, SOX6 SRY (sex determining region Y)-box 2, 6
sst somatostatine (somatostatin)
tmcl, 2 transmembrane channel-like gene family 1, 2
tmie transmembrane inner ear
trkB récepteur tyrosine kinase (tyrosine receptor kinase B)
unc5b unc-5 netrin receptor B
VIP peptide intestinal vasoactive (vasoactive intestinal peptide)
YFP protéine fluorescente jaune (yellow fluorescent protein)
zeb2 zinc finger E-box binding homeobox 2
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Préambule

En 1995, le premier géne responsable de surdité, codant pour la myosine-Vlla, fut
identifié a la fois chez I'humain par Dominique Weil et al. dans le laboratoire de Christine
Petit’ et chez la souris par Fernando Gibson et al. dans le laboratoire de Steve Brown?.
Depuis, environ 100 autres génes ont été identifies comme responsables de surdités
neurosensorielles isolées (non syndromiques). Ces génes sont dans leur grande majorité
exprimés dans les cellules sensorielles auditives de la cochlée, I'organe sensoriel de
l'audition. Ces cellules sont dites cellules ciliées car elles présentent a leur apex un
ensemble de villosités, ou stéréocils, appelé touffe ciliaire. La perte d’expression des
genes de surdité dans les cellules sensorielles suffit a rendre compte du défaut auditif
observé chez les patients. L’étude du réle des protéines pour lesquelles codent ces génes
a permis de déchiffrer bon nombre des mécanismes moléculaires qui sous-tendent les
fonctions des cellules ciliées. Par exemple, Piotr Kazmierczak et Hirofumi Sakaguchi et al.,
dans les laboratoires d’Ulrich Miller et Bechara Kachar, ont montré en 2007 que deux
protéines apparentées aux cadhérines, cdhr23 et cdhrl5, forment des liens
interstéréociliaires apicaux dans les cellules ciliées®>. Ces liens apicaux opérent la
transduction mécano-électrique permettant de transduire une onde sonore en signal
électrique. En l'absence de cdhr23 ou cdhr15, les liens apicaux disparaissent, ce qui
entraine une surdité profonde. Adgrv1, un récepteur d’adhérence couplé aux protéines G, a
été identifié comme formant les liens interstéréociliaires temporaires baso-latéraux en 2006
par Joann McGee et al. dans le laboratoire de Guy Richardson et en 2007 par Nicolas
Michalski et Vincent Michel et al. dans le laboratoire de Christine Petit*®. Les liens baso-
latéraux participent a la morphogenese de la touffe ciliaire. En I'absence d’adgrv1, la touffe
ciliaire présente une morphologie anormale, ce qui entraine une surdité modérée a séveére.

L’absence d’expression dans les cellules sensorielles auditives des génes
responsables de surdité isolée permettant de rendre compte des défauts auditifs, le
role possible de ces génes dans le systeme nerveux central a été peu considéré. Si
une expression de certains d’entre eux y a été décrite, leur role précis n’a pas été exploré,
encore moins dans le cortex auditif. Adgrvl a été décrit dans la gaine de myéline de
neurones du colliculus inférieur, une région sous-corticale du systéme auditif, en 2013 par
Daesung Shin et al. dans le laboratoire de Louis Ptagek®; tbcld24 a été associé a des
anomalies de migration de neurones corticaux en 2014 par Antonio Falace et al. dans le
laboratoire de Carlos Cardoso’ ; I'otoferline a été détectée dans les interneurones inhibiteurs
néocorticaux en 2006 par Nicola Schug et al. et en 2015 par Wu Wu et al. dans les
laboratoires de Marlies Knipper et Zongchao Jia®®.

Au cours de mon travail de doctorat, j’ai étudié I'expression dans le développement du
systeme nerveux central de cdhr23, cdhrl5 et adgrvl. Cette étude m’a conduit a étudier le
role de cdhr23 et cdhrl5 dans le développement des interneurones inhibiteurs du
cortex auditif. Les résultats que j'ai obtenus indiquent premiérement I'existence de défauts
primaires de ces interneurones dans le cortex auditif de souris mutantes modélisant une
surdité héréditaire, en plus du défaut de 'organe périphérique de I'audition. C’est la premiére
fois qu'un tel défaut intrinséque au systéme nerveux central est décrit dans un modéle
animal de surdité héréditaire d’origine périphérique. Deuxiemement, cdhr23 et cdhr15 sont
exprimées spécifiquement par les précurseurs d’interneurones inhibiteurs du cortex auditif.
C’est la premiére fois qu’'une population de précurseurs d’interneurones néocorticaux
restreinte & une aire néocorticale est observée.

Ce manuscrit de thése débute par une présentation des connaissances actuelles
concernant le développement des interneurones inhibiteurs néocorticaux, de leur
naissance a leur intégration dans un réseau neuronal. Je présente et discute ensuite
les résultats de mon travail de recherche.
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Au cours du développement du systeme nerveux central des vertébrés, trois
vésicules se forment dans la partie antérieure du tube neural lors de sa fermeture. La
vésicule la plus antérieure est le prosencéphale (il deviendra le cerveau), qui donnera le
télencéphale (formé de ses deux hémispheres cérébraux) et le diencéphale (comprenant le
thalamus, I'hypothalamus, [I'épithalamus). Viennent ensuite plus postérieurement le
mésencéphale et le rhombencéphale, qui forment le cervelet et le tronc cérébral. Ces
vésicules constitueront le futur encéphale qui contient environ 71 millions de neurones chez
la souris — Mus musculus —*° et 86 milliards de neurones chez 'humain — Homo sapiens™*.
Le télencéphale inclut chez tous les vertébrés les bulbes olfactifs dans sa partie antérieure,
les ganglions de la base (dont le striatum et le globus pallidus, qui contrdlent les
mouvements, la mémoire procédurale, les comportements de routine et les émotions) dans
sa partie ventrale (le subpallium), et le cortex cérébral en superficie (le pallium). Le cortex
cérébral comprend l'archicortex (dont I'hippocampe et les cortex entorhinal, rétrospinal et le
subiculum, impliqués dans la mémoire et la navigation spatiale), le paléocortex (dont le
cortex pyriforme olfactif, le cortex insulaire et 'amygdale, impliqués, respectivement, dans
I'olfaction, le godt et les émotions). Chez les mammiféres, il comprend en plus le néocortex,

situé dans la partie dorsale du pallium**®

, qui contient 6% des neurones de I'encéphale chez
la souris et 13% chez 'humain®®. Le néocortex comprend les cortex visuel, somatosensoriel,
auditif, moteur, et est constitué des cortex liés aux taches cognitives complexes. Chez les
mammiféres, les structures télencéphaliques comprennent donc les bulbes olfactifs, les

ganglions de la base, le cortex cérébral dont le néocortex, I'archicortex et le paléocortex

(Figure 1).
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Figure 1 Développement de I'’encéphale humain. Les trois premiéres vésicules cérébrales formées aprés la fermeture du tube neural
(prosencéphale, mésencéphale, rhombencéphale) donnent plusieurs vésicules secondaires, a l'origine des différentes structures de
I'encéphale. Par exemple, le prosencéphale (qui deviendra le cerveau) donne en partie le télencéphale comprenant le néocortex,
I'hippocampe, le paléocortex, les ganglions de la base et les bulbes olfatifs. Abréviation : semaine de vie embryonnaire (GW, pour gestation
week). Adapté de Singleton®’.

Lorsque le tube neural se ferme (entre 8,5 et 10 jours de vie embryonnaire — E8,5-E10
— chez la souris'®, entre E24 et E28 chez I'hnumain®®), le futur encéphale n’est constitué que
d’une seule couche de cellules autour de la lumiére (i.e. 'espace intérieur circonscrit par la
couches de cellules) du tube neural: la zone ventriculaire. Les cellules de la zone
ventriculaire (progéniteurs apicaux également connus sous le nom de cellules de la glie
radiaire) forment un épithélium pseudostratifié, et chacune forme un long processus basal
orienté radialement. La plupart de ces cellules sont en mitose : la zone ventriculaire est une
couche proliférative. Chaque cellule mitotique donne naissance a une cellule qui reste a
proximité de la surface ventriculaire et deviendra un nouveau progéniteur apical, et a une
autre cellule qui entre en phase post-mitotique (neuroblaste). Cette derniére s’éloigne de la
zone ventriculaire le long du processus radial du progéniteur puis se différencie?. On parle
de division asymétrique puisque les deux cellules filles n’ont pas le méme devenir quant au
cycle cellulaire (progéniteur vs. neuroblaste). Les deux cellules filles n’héritent pas du méme
matériel protéique et d’ARN ; le futur progéniteur hérite du centriole maternel associé au cil

primaire et du processus basal*’.



Dans le néocortex, les progéniteurs donnent naissance aux neurones synthétisant et
sécrétant le principal neurotransmetteur excitateur, le glutamate (neurones

2224 5oit des

glutamatergiques) ainsi qu’aux astrocytes et une partie des oligodendrocytes
cellules gliales. Les neurones glutamatergiques (principalement les neurones
pyramidaux) représentent 85% des neurones néocorticaux chez les rongeurs et entre 62%

et 75% de ces neurones chez les primates®?.

Ces neurones glutamatergiques sont
organisés en six couches cellulaires formant une colonne néocorticale qui se présente
comme un module fonctionnel élémentaire® (0,3 mm de diamétre contenant 7500 neurones

environ chez les rongeurs®->*

), schéma conservé chez tous les mammiféres. Tous les
neurones glutamatergiques d’'une colonne proviennent d’un petit nombre de progéniteurs.
Les corps cellulaires des neurones pyramidaux qui naissent en premier (entre E11 et environ
E15,5 chez la souris, chez 'humain entre 8 et 20 semaines de vie embryonnaire — GW (pour
gestation week) 8 et GW20%") occupent les couches néocorticales les plus profondes (V, Vla
et VIb). Ces neurones projettent vers les ganglions de la base et les régions sous-corticales
(dont le thalamus et le tronc cérébral). Ceux qui naissent en dernier (entre environ E15,5 et
E18 chez la souris, entre environ GW15 et GW30 chez I'humain®) occupent les couches les
plus superficielles (Il et Ill). lls projettent vers d’autres colonnes corticales au sein des
hémisphéres ipsi- et contra-latéraux. La couche superficielle (I) ne contient pas de neurones
glutamatergiques. Les neurones glutamatergiques de la couche IV, les cellules étoilées
épineuses (en anglais, spiny stellate cells) ou interneurones glutamatergiques regoivent des
afférences du thalamus et projettent leurs axones au sein de leur propre colonne
corticale®®?’.

Au cours du développement cérébral, une seconde couche de cellules prolifératives
apparait dans certaines régions encéphaliques (dans le télencéphale : le néocortex et le
subpallium) : la zone sous-ventriculaire. Les cellules de la zone sous-ventriculaire, les
progéniteurs basaux ou intermédiaires, ne se comportent pas comme celles de la zone

ventriculaire : elles ne forment pas un épithélium pseudostratifié, et leur processus basal est

court et confiné dans la zone sous-ventriculaire. Les progéniteurs basaux sont issus de
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divisions asymétriques des progéniteurs apicaux dans la zone ventriculaire. Le mode de
division des progéniteurs basaux est surtout symétrique (divisions symétriques), c’est-a-
dire que les deux cellules filles sont deux neuroblastes?®?!. Cette couche est particuliérement
développée dans le subpallium, formant trois protubérances (a partir de E11 chez la

souris®*33

et a partir de GW7 chez 'humain) appelées éminences ganglionnaires (latérale,
médiale, et caudale, auxquelles est ajoutée une aire non protubérante, l'aire préoptique ou
POA, pour preoptic area). Chez tous les vertébrés, ces protubérances donnent naissance
aux neurones des ganglions de la base et & une partie de ceux de I'amygdale®®.
L’éminence ganglionnaire latérale (LGE, pour lateral ganglionic eminence) donne
naissance aux neurones périglomérulaires et aux interneurones granulaires des bulbes
olfactifs pendant la période embryonnaire et aussi chez I'adulte (ils migrent jusqu’aux bulbes

%42 Chez les mammiféres, les éminences

olfactifs en une voie de migration rostrale)
ganglionnaires donnent en plus naissance aux futurs neurones néocorticaux synthétisant et
sécrétant le principal neurotransmetteur inhibiteur, IP'acide y-aminobutyrique
(interneurones GABAergiques, que je nommerai a partir de ce point interneurones) et a
une partie des oligodendrocytes et des astrocytes®?***3. Notons que les neurones de
projection striataux sont issus de la LGE, que ceux du globus pallidus sont issus des
éminences ganglionnaires médiales et caudales, qui donnent aussi les interneurones des
ganglions de la base. Les neuroblastes GABAergiques a destination corticale migrent
latéralement des éminences ganglionnaires jusqu’au néocortex dans un plan tangent a la
zone ventriculaire (migration tangentielle), puis radialement & la zone ventriculaire
néocorticale lorsqu’ils ont atteint leur colonne néocorticale finale (migration radiaire).
Ensuite, ils s’intégrent a des microcircuits neuronaux, notamment en faisant synapse, et

achévent leur maturation?®4°-48:54-56

(Figure 2). Chez la souris, il faut attendre au moins 40
jours apres la naissance (P40) pour que les interneurones soient complétement matures. On
notera que les futurs interneurones de l'hippocampe empruntent les mémes voies de

migration®’.
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Figure 2 Neurogenése et migration des neuroblastes glutamatergiques et GABAergiques chez la souris. A, Cerveau de souris
a E13,5-E15,5 illustrant la migration tangentielle des interneurones GABAergiques, de la LGE vers les bulbes olfactifs (OB), de la
MGE et de la CGE vers le cortex cérébral. B, Coupe coronale de télencéphale dans la région de la LGE et de la MGE a E14,5. La
zone ventriculaire (vz) néocorticale est en vert et celle du subpallium en rouge. La migration radiaire des neuroblastes
glutamatergique est représentée par des fleces vertes ; la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques issus de la MGE a
destination néocorticale par des fleches rouges. Abréviations : zone sous-ventriculaire (svz), zone intermédiaire (iz), plague corticale
(cp) et zone marginale (mz). A adapté de Faux et al., 2012%.

Chez les rongeurs, 'éminence ganglionnaire médiale (MGE, pour medial ganglionic
eminence) produit environ 60% des interneurones, dont deux types sont caractérisés par la
synthese (mutuellement exclusive) de la parvalbumine (pvalb), un tampon calcique, pour
65% d’entre eux (soit 39% des interneurones), et la somatostatine (sst), un neuropeptide,
pour 35% d’entre eux (soit 21% des interneurones)®” . L’éminence ganglionnaire caudale
(CGE, pour caudal ganglionic eminence) produit 30% des interneurones caractérisés par la
synthése du récepteur ionotropique a la sérotonine 5HTR3, dont 40% (soit 12% des
interneurones) synthétisent aussi le peptide intestinal vasoactif (VIP, pour vasoactive
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58,63,64,66-69

intestinal peptide) L’aire préoptiqgue produit 10% des interneurones ; ils

synthétisent la parvalbumine et la somatostatine de maniére mutuellement exclusive®®°%*7"3
(Figure 3). Certains ont proposé le fait que la LGE serait également une source
d’interneurones, mais cette proposition n'a pas recu de validation expérimentale ; il est
probable qu’il s’agisse en fait de neuroblastes provenant de la MGE en transit dans la LGE
qui ait été observés*®“*%8  Jaborderai plus loin les particularités du développement des
interneurones chez les primates, chez lesquels un plus grand nombre d’interneurones, ainsi
gue de nouveaux types d’interneurones par rapport aux rongeurs, sont observés (Partie V).
Il existe donc quatre types cardinaux d’interneurones chez les rongeurs : ceux qui
synthétisent la parvalbumine (40% des interneurones, interneurones a parvalbumine),
ceux qui synthétisent la somatostatine (30%, interneurones a somatostatine), ceux qui
synthétisent le 5SHTR3, mais pas le VIP (18%, interneurones a 5SHTR3,/non-VIP) et ceux
qui synthétisent le 5SHTR3, et le VIP (12%, interneurones a VIP)™>'. On a décrit par ailleurs
d’autres marqueurs non mutuellement exclusifs, qui peuvent étre synthétisés en plus des
précédents : le tampon calcique calbindine-2 (calb2 ou calrétinine) produit par certains
interneurones a somatostatine (provenant de la MGE dorsale’”’®) et a VIP (la calbindine-2
est souvent considérée comme un marqueur des interneurones issus de la CGE, bien que
certains interneurones a somatostatine en produisent aussi), ’'hormone cholécystokinine par
certains interneurones a 5HTR3, (& VIP ou non), le neuropeptide Y synthétisé par certains

interneurones & somatostatine (provenant de la MGE et de l'aire préoptique’”™

), la choline
acétyltransférase par certains interneurones a VIP, la reeline et I'oxyde nitrique synthase
synthétisées par certains interneurones a somatostatine/neuropeptide Y (provenant de la
MGE et de laire préoptique’”"*®% et a 5HTR3a/non-VIP"®. De plus, la calbindine-1, un
tampon calcique, est exprimée par environ 10% des interneurones, dont le type n’est pas
précisé, ainsi que dans des neurones glutamatergiques®!(Figures 3 et 4). Notons I'existence
de neurones pyramidaux de la couche néocorticale V qui expriment la parvalbumine de

maniére transitoire dans le cerveau immature®®,
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Figure 3 Différents lignages d’interneurones GABAergiques télencéphaliques chez la souris. Les interneurones GABAergiques
du télencéphale naissent dans le subpallium, partie ventrale du télencéphale caractérisée par un gradient ventro-dorsal décroissant de
shh et FGF8. Plus particulierement, ils naissent dans I'éminence ganglionnaire médiale (MGE), I'éminence ganglionnaire caudale
(CGE) et l'aire préoptique (POA) entre E11,5 et E18,5. Aprés leur naissance, ils migrent vers leur structure télencéphalique de
destination, puis poursuivent leur maturation et s’intéegrent a un réseau. 65% des interneurones GABAergiques néocorticaux naissent
dans la MGE, qui correspond au territoire d’expression de nkx2.1. Ces interneurones synthétisent la parvalbumine (ils sont en panier ou
en chandelier) ou la somatostatine (ils sont de Martinotti ou non de Martinotti). lls synthétisent entre autres comme facteurs de

transcription : 1hx6, dIx5, dIx6, zeb2 et sox6. Adapté de Kepecs & Fishell, 2014,




Dans le néocortex, les neurones glutamatergiques des couches néocorticales (Il a Vib)
synthétisent des marqueurs moléculaires différents. De plus, on décompte aujourd’hui entre
vingt et soixante-dix sous-types d’interneurones, en fonction de critéres moléculaires,
morphologiques, physiologiques, de localisation, et des compartiments cellulaires des
neurones avec lesquels ils font synapse®***%®8 |es couches néocorticales n’ont pas la
méme épaisseur en fonction des aires fonctionnelles (par exemple, dans les aires
sensorielles, la couche IV est plus épaisse et les couches V/VI le sont moins par rapport aux
aires motrices). La distribution des interneurones différe d’'une aire fonctionnelle a une autre :
par exemple, les interneurones a somatostatine sont en général localisés dans les couches
néocorticales V-VI alors que dans le cortex auditif ils se répartissent de maniére homogéne

entre les couches®.

Comment expliquer cette grande diversité, alors que tous les
neurones proviennent de la zone ventriculaire du tube neural ? Chaque progéniteur le long
du tube neural n’est pas soumis a un méme environnement local, et a chaque cycle cellulaire
(il y en a environ 11 chez la souris entre E10 et E17, et 35 chez 'humain entre GW5 et
GW30%Y), les nouveaux progéniteurs sont soumis & de nouveaux environnements locaux.
Chaque progéniteur sera a l'origine de populations neurales synthétisant des marqueurs
moléculaires différents, qui permettent de suivre des lignages cellulaires.

Lors de la fermeture du tube neural, des gradients de concentration de morphogénes
selon l'axe antéro-postérieur ou dorso-ventral conferent a chaque progéniteur, qui les
détecte, une identité selon ces deux axes®. Il existe par exemple un gradient antéro-
postérieur croissant de la glycoprotéine wnt le long du tube neural et des cellules dans la
partie antérieure de I'embryon, a la frontiére entre le tube neural et 'ectoderme non neural,
qui promeuvent une « identité neurale antérieure ». Cette identité permet I'apparition du
télencéphale®®. Il existe dans le télencéphale un gradient dorso-ventral décroissant,
notamment dans le pallium, de la bone morphogen protein (BMP), et un gradient ventro-
dorsal décroissant, notamment dans le subpallium, du morphogéne sonic hedgehog (shh)®

et du facteur de croissance fibroblastique-8 (FGF8)™ (Figure 3). Shh est le seul membre de

la famille des glycoprotéines hedgehog (hérisson en francais) a étre exprimé dans le
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systeme nerveux central. Ce morphogéne interagit avec un complexe moléculaire
comprenant le récepteur a 12 domaines transmembranaires patched-1 (ptcl) et le récepteur
a 7 domaines transmembranaires smoothened (smo). Les cellules qui répondent a shh
synthétisent les facteurs de transcription en doigt de zinc glil et gli2, en amont de la voie
shh, et inhibent gli3, inhibiteur lui-méme de gli1. A ces gradients s’ajoute I'intervention de
facteurs de transcription, comme sox2, qui est nécessaire a I'expression de marqueurs
ventraux®. Ainsi les cellules acquiérent une « identité palliale ou subpalliale ».

Cette identité va s’exprimer tout d’'abord par I'expression de différents génes
homéotiques : Emx1 et Pax6 dans le pallium®, Gsx2 (Gsh2) principalement dans la future
LGE®' et dont I'expression y persiste chez I'adulte’®, Gsx1 (Gsh1l) principalement & la
frontiére entre les futures LGE et MGE®"98100.102103 "\ 2 1 (Ttf1) dans les futures MGE et
aire préoptique®”1%+1% Nkx5.1 dans la partie ventrale de I'aire préoptique'®*. Des génes
codant pour des facteurs de transcription a motif hélice-boucle-hélice ont également une
expression régionalisée et leur réle est interdépendant des génes homéotiques : Ngn1/Ngn2
dans le pallium, Ascll (Mashl) dans les futures LGE et MGE'Y. Nkx2.1 et Ascll
participent tous deux a I’établissement d’«une identité MGE »™°°. En aval de
I'expression d’Ascll, les géenes homéotiques de la famille distal-less s’expriment dans le
subpallium : DIx2 et DIx1%9!%1%819 gans |es zones prolifératives, et en aval DIx5 et
DIx6'° dans la zone sous-ventriculaire et les neuroblastes’. Ces facteurs de
transcription participent a l'acquisition de [P'«identité GABAergique » des
neurones'®**™? En aval de I’expression de Nkx2.1, le géne homéotique Lhx6*** est
nécessaires a l'acquisition de I'«identité parvalbumine ou somatostatine » des

interneurones®®**1418 (Figure 3).
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L’établissement de cartes d’expression de génes homéotiques et de facteurs de
transcription au cours du développement du subpallium a permis d’identifier au moins dix-
huit sous-domaines dans les zones prolifératives des éminences ganglionnaires, dont cing
dans la MGE'?. En étudiant le devenir des neuroblastes issus de ces sous-domaines,
éventuellement chez des animaux dont des genes homéotiques ou des genes de facteurs de
transcription ont été invalidés, ces cartes permettent d’établir que le type -cardinal
d’interneurone est déterminé dés les éminences ganglionnaires®. Cependant, une question
reste ouverte concernant le devenir des interneurones : est-il déterminé dés leur naissance
dans les éminences ganglionnaires ? C’est-a-dire, existe-t-il des lignages cellulaires pour
chaque sous-type d’interneurone (défini par des criteres morphologiques et
physiologiques) et pour des destinations finales différentes (a I'échelle de la colonne

néocorticale, ou du moins de I'aire fonctionnelle) ?

A ce jour, aucune population d’interneurones n’a été identifiée comme étant spécifique
d’une aire fonctionnelle néocorticale. De méme, aucune invalidation de géne n’a révélé une
diminution en nombre d’interneurones dans une aire fonctionnelle néocorticale donnée®.
Mon travail de thése démontre chez la souris qu’une population d’interneurones a
parvalbumine, provenant de la MGE, est spécifiqgue du cortex auditif. Dans
I'introduction, je décrirai les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans
I’établissement des différents lignages d’interneurones connus issus de la MGE
(Partie 1), leur migration tangentielle (Partie Il), puis leur migration radiaire, suivie de
leur intégration et leur maturation dans des microcircuits néocorticaux (Partie Ill), en
abordant les points communs et les différences entre les rongeurs et les primates
(Partie IV). Je décrirai certaines familles de protéines d’adhérence qui interviennent
dans le développement des interneurones, ainsi que trois autres protéines que j’ai
étudiées, connues comme étant synthétisées dans les cellules sensorielles

auditives (Partie V).
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l. La MGE, principal lieu de naissance des lignages d’interneurones a

parvalbumine et & somatostatine chez la souris

La MGE donne naissance a 80% des interneurones a parvalbumine et a
somatostatine’”® (le reste est produit dans laire préoptique). Les interneurones a
parvalbumine sont de deux sous-types morphologiques différents: en panier ou en
chandelier. Les interneurones en panier sont localisés dans les couches néocorticales Il a
VI, principalement dans les couches IV et V. lls forment des connexions synaptiques avec
des neurones pyramidaux ou d’autres interneurones a parvalbumine au niveau de leur corps
cellulaire et de leurs dendrites, et ont une décharge rapide de potentiels d’action (en anglais,
il s’agit des fast-spiking basket neurons). Les interneurones en chandelier sont localisés
dans les couches Il et VI, font synapse avec les neurones pyramidaux au niveau de leur
segment axonal initial. lls déchargent rapidement, mais moins cependant que les
interneurones en panier. Les interneurones a somatostatine sont eux aussi de deux sous-
types différents : ils sont dits de Martinotti ou dits non de Martinotti. Les interneurones de
Martinotti ont un plexus axonal en couche |, leurs corps cellulaires sont localisés dans les
couches Il a VI et principalement en couche V. lls ont une décharge lente de potentiels
d’action. Les interneurones non de Martinotti n’ont pas de plexus axonal en couche I, sont
localisés dans les couches IV et V, et déchargent rapidement. Les deux types font des
connexions synaptiques avec les neurones pyramidaux, principalement au niveau de leurs

dendrites (Figures 4, cf. Figure 35).

Chacun de ces sous-types pourrait étre encore subdivisé en plusieurs catégories. De

plus, des différences existent pour ces populations entre différentes régions

télencéphaliques. Quelle est I'origine de ces différents lignages ?
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Figure 4 Types cardinaux d’interneurones GABAergiques néocorticaux chez la souris. Tous les interneurones GABAergiques
néocorticaux synthétisent trois marqueurs moléculaires distincts non chevauchants : la parvalbumine, la somatostatine et le
récepteur ionotropique SHTR3,. Il existe des sous-types selon des criteres morphologiques (en panier, en chandelier, de Martinotti,
non de Martinotti), moléculaires (synthétisant le VIP ou non), en fonction des compartiments des neurones cibles avec lesquels ils
font synapse, et en fonction de critéres électrophysiologiques. Adapté de Tremblay et al., 2016"°.

A. Formation de neuroblastes GABAergiques dans les zones prolifératives et

le manteau

Une des approches pour étudier la naissance des neuroblastes GABAergiques dans la
MGE a consisté en I'étude des cyclines, protéines participant au cycle cellulaire. Les
cyclines tiennent leur nom de leur expression périodique au cours du cycle cellulaire. Cette
expression a différentes étapes du cycle cellulaire, et leur action via des kinases, permet de
coordonner la fin de la réplication de I'ADN ainsi que la division cellulaire. Dans le
télencéphale, les cyclines de type D (cycline-D1, cycline-D2 et cycline-D3) ont été
particulierement étudiées. Exprimées en réponse a des facteurs de croissance, elles font le

lien entre I'environnement cellulaire et la machinerie du cycle cellulaire, en activant les
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kinases dépendantes des cyclines, cdk4 et cdk6 (elles activent ces kinases en formant des
complexes avec elles). Les cyclines de type D promeuvent la prolifération cellulaire par leur
activité catalytiqgue et contrblent par ailleurs la transcription de genes impliqués dans la
migration cellulaire. Parmi ces génes, ceux trouvent ceux codant pour les thrombospondines,
les kinases associées aux petites rho GTPases dont font partie cdc42 et rhoA, qui sont
impliquées dans la prolifération cellulaire dans la MGE et la survie des progéniteurs™?, raci,
qui est impliquée dans la sortie du cycle cellulaire dans la MGE et la migration des

neuroblastes GABAergiques qui en sont issus'?**?!

, ou encore la filamine-A, qui est une
protéine qui se lie a 'actine. Elles inhibent également I'apoptose opérée par la caspase-3,
soit en inhibant I'action du récepteur transmembranaire FAS, soit en séquestrant la protéine
pro-apoptotique BAX??1%,

Dans le télencéphale murin, la cycline-D1 est exprimée dans les cellules de la zone
ventriculaire, alors que la cycline-D2 I'est dans la zone sous-ventriculaire’**'?*, Les mutants
homozygotes déficients pour l'une ou lautre de ces deux cyclines présentent des
phénotypes différents : 'absence de la cycline-D1 entraine une diminution de la taille du
territoire exprimant Nkx2.1 et Ascll et n’induit pas de diminution de la densité en
interneurones a parvalbumine et & somatostatine dans le cortex. Au contraire, I'absence de
la cycline-D2 n’entraine pas de diminution de surface du territoire exprimant Nkx2.1 et Ascll
mais induit une diminution de la proportion d’interneurones a parvalbumine (de -30% des
interneurones générés a E13,5 a -53% des interneurones générés a E14-E15), seulement.
Pourquoi de telles différences ? En I'absence de la cycline-D1, la cycline-D2 s’exprime a sa
place, et le nombre de progéniteurs n’est pas modifié, alors qu’en I'absence de la cycline-D2,
le nombre de progéniteurs est fortement réduit dans la zone sous-ventriculaire et dans une
moindre mesure dans la zone ventriculaire'®®, c’est-a-dire que le nombre de progéniteurs
basaux est réduit tandis que le nombre de progéniteurs apicaux reste inchangé.

Ces études suggerent que la cycline-D2 est nécessaire a I'établissement des
progéniteurs intermédiaires de la zone sous-ventriculaire, ce qui a été confirmé dans le

124,127

néocortex . Elles ont conduit & émettre I'hypothése selon laquelle les progéniteurs
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apicaux de la zone ventriculaire produisent préférentiellement des interneurones a
somatostatine et les progéniteurs intermédiaires de la zone sous-ventriculaire des
interneurones a parvalbumine. Les progéniteurs apicaux ont ainsi été marqués grace un
géne rapporteur sous le contréle du promoteur du géne de la tubuline-a1, et par conséquent
tous les neurones qui en sont issus. Parmi ces neurones marqués, les interneurones a
somatostatine sont deux fois plus représentés que les interneurones a parvalbumine alors
gue dans le néocortex, ce rapport est normalement inversé. Cela indique que les
progéniteurs apicaux donnent préférentiellement des interneurones a somatostatine. En
paralléle, le nombre de progéniteurs intermédiaires a été réduit en bloquant la voie de
signalisation notch. Dans ce cas, les progéniteurs apicaux donnent davantage de
neuroblastes que de progéniteurs basaux. La encore, les interneurones a somatostatine sont
deux fois plus représentés que ceux a parvalbumine®?®, renforcant a nouveau l'idée que les
progéniteurs apicaux générent préférentiellement des interneurones a somatostatine.

Une étude récente conforte cette hypothése. Les auteurs ont voulu générer des
interneurones a partir de cellules souches embryonnaires. lls ont pu augmenter la fraction
de progéniteurs exprimant la cycline-D2 (ils deviennent équivalents a des progéniteurs
basaux) en inhibant prkc, une kinase de type C. Cette augmentation de I'expression de la
cycline-D2 s’est accompagnée d’'une augmentation des divisions symétriques et d’une
augmentation de la production d’interneurones a parvalbumine. En paralléle, ils ont pu
augmenter le nombre de cellules qui sortent du cycle cellulaire en inhibant la voie notch, ce
qui a entrainé une augmentation du nombre d’interneurones & somatostatine*°.

L’ensemble de ces résultats suggére qu’aux premiers stades embryonnaires suivant la
fermeture du tube neural (E10-E12), les divisions asymétriques qui ont lieu dans la zone
ventriculaire générent principalement des interneurones a somatostatine, et que les
interneurones a parvalbumine sont principalement produits par les divisions symétriques des
progéniteurs intermédiaires de la zone sous-ventriculaire, qui sont générés plus tardivement

(E13-E15)* (Figure 5). On notera qu’une étude montre que la voie de signalisation wnt,
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mise en jeu par les B-caténines (ctnnb), ainsi que la voie slit (slitl et slit2)/robo (robol),

interviennent dans le contrdle de la prolifération cellulaire dans la MGE**%**,

interneurone cortex
a somatostatine

Y S . T JL manteau
neuroblaste précurseur
d’interneurone a somatostatine
cylcline-D2 zone
sous-ventriculaire
cylcline-D1 —rp - zone ventriculaire

progéniteur apical progeéniteur apical ventricule

Figure 5 Prolifération dans les zones prolifératives de la MGE et production des interneurones synthétisant la
parvalbumine ou la somatostatine chez la souris. Les progéniteurs apicaux (synthétisant la cycline-D1) produisent
principalement des précurseurs d’interneurones a somatostatine par division asymétrique, puis des progéniteurs basaux
(synthétisant la cycline-D2) qui produisent prmmpalement des précurseurs d’interneurones a parvalbumine par division
symétrique. Adapté de Bandler et al., 2016**

Des études transcriptomiques ont mesuré I'expression génique différentielle entre la
zone ventriculaire, la zone sous-ventriculaire et le manteau (région au cceur de la
protubérance) de la MGE. Les cellules des zones prolifératives expriment principalement des
génes impliqués dans le cycle cellulaire (par exemple Mybl2 et Pcna, impliqués dans la
réplication, cycline-A2, Cdc73, E2fl, et cycline-D1, impliqués dans le contréle du cycle
cellulaire ainsi que des génes codants pour des facteurs de transcription que je décrirai dans
la Partie IC). Notons que la sérine/théonine kinase MTOR régule la prolifération cellulaire et
qu’'en son absence, le nombre de cellules en autophagie augmente'*®. Dés leur sortie du
cycle cellulaire, en quittant la zone sous-ventriculaire pour le manteau, les neuroblastes
commencent a se différencier, en synthétisant du GABA (je les nommerai pour cette raison
neuroblastes GABAergigues a partir de ce point) et en exprimant des facteurs de
transcription a boite homéotique (Arx, Lhx6, DIx1, DIx2, DIx5, DIx6), ainsi que le géne

impliqgué dans la survie cellulaire Gemin2. Ces neuroblastes GABAergiques synthétisent
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dans le manteau de la MGE des facteurs de transcription nécessaires a l'acquisition de

lidentité « parvalbumine » ou « somatostatine » (Sox6, Satb1!3°%1341%

, Figure 3). Les
neuroblastes expriment ensuite des génes impliqués dans la migration cellulaire et la
projection axonale, en particulier ceux codant pour la plexine-A2, la kinésine kif5a, les
sémaphorines, les neurégulines, le récepteur du GDNF GFRa1'*. Une étude similaire a été
faite sur des cellules isolées (progéniteurs et neuroblastes dans la MGE). Il est apparu une
grande homogénéité parmi la soixantaine de cellules prises en compte (entre E11,5 et
E15,5), suggérant qu'il n'existerait pas de sous-populations de neuroblastes GABAergiques
au sein de la MGE, et donc de différents lignages d’interneurones. Cependant, les auteurs
soulignent que le faible nombre de cellules étudiées ne permet pas de conclusion fiable. Par
ailleurs, il est possible que les ARNm spécifiques d’hypothétiques sous-populations de
neuroblastes ne soient pas présents en quantité suffisante pour étre détectés (seuls les 100
premiers génes les plus exprimés ont été pris en compte), ou que la spécificité d'une sous-
population fasse intervenir des mécanismes post-transcriptionnels. Ces études devront donc
étre poursuivies en considérant davantage de cellules, de génes, et de stades
développementaux™®’. Cela pourra étre fait par exemple en mesurant la quantité d’ARNm
dans des cellules fluorescentes triées et marquées avec du bromodésoxyuridine (BrdU), un

nucléoside synthétique analogue de la thymidine qui permet de dater la naissance des

interneurones, a plusieurs stades donnés™.

Le contréle du cycle cellulaire dans les progéniteurs de la MGE, et plus
particulierement dans ceux des zones ventriculaire et sous-ventriculaire, intervient
donc dans [Pacquisition d’une identité d’interneurones a parvalbumine ou a
somatostatine. A la sortie du manteau de l|la MGE, les neuroblastes sont
GABAergiques (ils synthétisent du GABA), vraissemblablement déterminés a devenir

interneurones a parvalbumine ou a somatostatine, et débutent leur migration.
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B. Modalités temporelles dans les couches prolifératives et lignages

d’interneurones a parvalbumine et a somatostatine

Nous avons vu l'existence d’'un biais temporel de naissance des interneurones en
faveur de ceux a somatostatine pour les stades de développement précoces et de ceux a
parvalbumine pour les stades de développement tardifs. Ce biais a été confirmé par des
expériences d'injection de BrdU. Des cellules de la MGE en phase S ont été marquées entre
E13,5 et E15,5. Elles ont ensuite été transplantées dans un néocortex non marqué afin

d’étudier leur devenir jusqu'a P30. Alors qu'une proportion équivalente d'interneurones a

Q-

somatostatine et a parvalbumine marqués au BrdU a été observée aprés une injection
E13,5, des interneurones a parvalbumine marqués au BrdU ont principalement été observés
aprés une injection & E15,5%%7".

En comparant la morphologie des interneurones a parvalbumine marqués provenant
d'injections a E13,5 et E15,5, les interneurones en chandelier étaient de loin plus
représentés dans les souris injectées a E15,5°®". Ce résultat a depuis été confirmé. Aprés
induction par injection de tamoxifenes a E17,5 de la protéine recombinase creER dans les
cellules exprimant Nkx2.1 et d'un rapporteur conditionnel, les neurones exprimant le
rapporteur & P28 étaient des interneurones a parvalbumine en chandelier'*®. Dans la méme
étude, des greffes hétérochroniques de cellules de la zone ventriculaire de la MGE
exprimant Nkx2.1 a E16,5 sur des tranches de cortex somatosensoriel a P3 ont montré que
ces cellules deviennent des interneurones en chandelier, révélant l'existence d'un
programme génétique a l'origine de cette différenciation®.

De plus, tout comme les neurones glutamatergiques, les interneurones nés en premier
dans la MGE occupent les couches néocorticales les plus profondes et les interneurones nés
plus tardivement dans la MGE les couches néocorticales superficielles™***!. Les cellules

issues de greffes isochroniques de MGE marquées, a E12,5 et E15,5, dans des embryons

hétes non marqués, ont révélé que les cellules greffées au stade E12,5 occupent aprées la
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naissance de maniére préférentielle les couches néocorticales inférieures (en particulier la
couche V) et que les cellules greffées a E15,5 occupent préférentiellement les couches
néocorticales supérieures (les couches 1l et Ill). Les cellules issues de greffes
hétérochroniques a E15,5 dans un embryon E125 occupent aprés la naissance
préférentiellement les couches néocorticales inférieures au lieu d’occuper les couches
néocorticales supérieures. C'est le cas également pour les cellules marquées par du BrdU
au moment de la greffe (les progéniteurs). A E12,5, les progéniteurs et les neuroblastes sont
donc sensibles a des signaux de I'environnement local qui leur conférent une « identité de
couche néocorticale inférieure ». Les cellules issues de greffes hétérochroniques a
E12,5 dans un embryon E15,5 occupent aprés la naissance préférentiellement les couches
néocorticales médianes, au lieu d’occuper les couches néocorticales inférieures. Ce n’est
pas le cas pour les cellules marquées par du BrdU au moment de la greffe (les
progéniteurs), qui occupent les couches néocorticales supérieures. A E15,5 les progéniteurs
sont toujours sensibles aux signaux de l'environnement local qui leur conférent une
« identité de couche néocorticale supérieure » mais pas les neuroblastes qui ont déja
acquis en partie leur identité. Si on extrapole ces résultats, les cellules issues des
progéniteurs & E13,5-E14,5 et les neuroblastes présents dans la MGE a E13,5-E15,5

occupent préférentiellement la couche néocorticale V.

couches V-VI couches I/

parvalbumine

somatostatine

bre de cellules produites

Figure 6 Modalités temporelles de la proliferation cellulaire dans la MGE. Les interneurones & somatostatine sont les
premiers a étre produits, avant les interneurones a parvalbumine. Les interneurones en chandelier sont produits en
dernier. De plus, les interneurones nés en premier vont dans les couches néocorticales inférieures, ceux nés en dernier
dans les couches néocorticales supérieures. Adapté de Bandler et al., 2016,
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Ainsi, les interneurones a somatostatine sont les premiers a étre générés, puis
viennent ceux a parvalbumine, et enfin ceux a parvalbumine en chandelier. De plus,
les interneurones nés aux stades développementaux précoces s’intégrent dans les
couches néocorticales inférieures, et ceux nés plus tardivement dans les couches

néocorticales supérieures (Figure 6).

C. Modalités spatiales dans les zones prolifératives et lignages

d’interneurones a parvalbumine et a somatostatine

La plupart des études qui ont porté sur les modalités temporelles impliquées dans
'établissement des lignages d’interneurones a parvalbumine et a somatostatine ont
également porté sur I'existence de modalités spatiales. Dans les études mentionnées ci-
dessus, les parties dorsale et ventrale de la MGE étaient dissociées avant transplantation.
En plus du stade de développement, la sous-région d’origine des cellules transplantées au
sein de la MGE était donc prise en considération. Les résultats ont montré qu’il existe un
grandient dorso-ventral : les cellules marquées provenant de la MGE dorsale (dMGE)
deviennent préférentiellement des interneurones a somatostatine (le rapport
somatostatine/parvalbumine a partir de cellules a E13,5 est d’environ 1,5) et celles
provenant de la MGE ventrale (VMGE) préférentiellement des interneurones a parvalbumine
(le rapport parvalbumine/somatostatine & partir de cellules & E13,5 est entre 3 et 5)%7"142,

Afin de préciser les programmes génétiques qui pourraient étre a I'origine de ce
gradient dorso-ventral, une étude a cartographié I’expression de dix facteurs de
transcription connus comme étant exprimés dans les éminences ganglionnaires entre
E11,5 et E13,5. Cette carte reste constante entre E11,5 et E13,5 puis s’estompe. Nkx2.1,
DIx2 ainsi que Gsx2 (en faible quantité) sont exprimés dans toute la MGE (manteau inclus).
L’observation de I'étendue de la zone exprimant Nkx2.1 a permis d’'insérer dans la MGE une

région qui avait été attribuée auparavant a la CGE (notée MGEz). On notera que nkx2.1 est
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un régulateur transcriptionnel majeur dans la MGE, en contrélant par exemple I'expression
de génes impliqués dans la neurogenése, de génes codant pour des canaux ioniques liant
des neurotransmetteurs, de génes impliqgués dans la différenciation neuronale, la migration
cellulaire et la synaptogenése, et 'adhérence cellulaire. Les génes les plus exprimés sous le
contrble de nkx2.1 sont Lhx6, Lhx8, neuropeptide Y, Gsx2, Adamts5 codant pour une
métalloprotéinase a motif thrombospondine, brevican codant pour une lectine, Gsx1, Gprl7
et Tgfb3 codant pour deux récepteurs. Les genes les plus inhibés sous le contrdle de nkx2.1
sont retinaldehyde dehydrogenase 3, Dbx1 codant pour une protéine a boite homéotique et
Nkx2.9'%. Le réle de certains de ces génes n’est pas encore connu dans la MGE.

L’étude cartographique de la MGE a permis d’identifier au moins cing sous-régions
(notées MGE; a MGEs) : leurs limites sont définies par un gradient dorso-ventral décroissant
de I'expression de Nkx6.2 de la MGE; a la MGE,, un gradient dorso-ventral décroissant de
Nr2fl (Couptfl) de la MGE; a la MGE,, I'expression de Lhx6 de la MGE, a la MGE,,
I'expression de Lhx7 de la MGE, a la MGEs, et I'expression de Etvl (Er81) dans la MGEs.
Lesquelles de ces sous-régions donnent préférentiellement des interneurones a
parvalbumine ou a somatostatine ? Pour répondre a cette question, des greffes in utero
isochroniques a E13,5 ont été réalisées a partir de la MGE; et la MGE, marquées. Elles ont
donné un rapport (nombre d’interneurones a somatostatine) / (nombre d’interneurones a
parvalbumine) de 1,5 pour la MGE; et de 0,33 pour la MGE,4. En extrapolant ces résultats, la
dMGE serait composée des MGE; et MGE, (territoire d’expression de Nkx6.2 et Nr2f1'*,
ainsi que Gli1, Hhipl, et Ptch1'*), la VYMGE serait composée des MGE, et MGE; (territoire
d’expression de Lhx7 et Etvl). La MGE; correspondrait & une MGE médiale® (Figure 7).

Ces résultats ne permettent cependant pas de conclure si ces facteurs de transcription
exprimés de maniere différentielle dans la dMGE et la VMGE sont directement impliqués
dans I'établissement des deux lignages somatostatine et parvalbumine (d’autant plus que
deux lignages peuvent utiliser des amplificateurs — enhancers — différents pour des mémes

108,146
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génes exprimés, ce qui a été montré pour les génes DIx1 et DIx ). Deux de ces

facteurs de transcription, nr2fl et nkx6.2, semblent participer au biais spatial dans la MGE en
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faveur de la production d’interneurones a somatostatine dans la dMGE. En effet, la délétion
conditionnelle de Nr2fl sous le contrle du promoteur de DIx5 et DIx6 (soit dans la zone
sous-ventriculaire mais pas la zone ventriculaire, des E12,5) n’entraine pas de changement
de la proportion d’'interneurones a somatostatine dans le cortex somatosensoriel a P21 mais
une augmentation de la proportion des interneurones a parvalbumine®*. Ce résultat conforte
l'idée que les interneurones a somatostatine sont surtout générés dans la zone ventriculaire
de la dMGE, que les interneurones a parvalbumine sont en partie générés dans la zone
sous-ventriculaire de la dMGE et que Nr2fl y inhibe la production de ces derniers. Pour
tester cette hypothese, des expériences d’injection de BrdU et des comptages du nombre
cellules en division ont révélé qu’il y a plus de cellules en division dans la zone sous-
ventriculaire de la dMGE en I'absence d’expression de Nr2f1**3. De méme, une étude montre
qgue les cellules exprimant Nkx6.2 donnent préférentiellement des interneurones a
somatostatine (& E10,5 des interneurones a somatostatine seulement et a E12,5 des
interneurones a somatostatine/calbindine-2) et que I'absence d’expression de Nkx6.2
entraine une diminution du nombre d’interneurones a somatostatine/calbindine-2"®. Notons
que ces résultats indiquent que la région dorsale de la dMGE (exprimant Nkx6.2) produit les

interneurones a somatostatine et a calbindine-2.
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Figure 7 Sous-domaines dans les zones prolifératives des éminences ganglionnaires chez la souris. L'étude
cartographique de I'expression de facteurs de transcription a permis d’établir 18 sous-domaines dans les zones
prolifératives (p) des éminences ganglionnaires, dont 5 dans la MGE. MGE; et MGE; constituent la MGE dorsale (dMGE)
qui donne préférentiellement des interneurones a somatostatine. MGE4 et MGEs constituent la MGE ventrale (vVMGE) qui
donne préférentiellement des interneurones a parvalbumine. MGE3 avait auparavant été considérée comme étant de la
CGE. A, Subpallium in toto révélant 'expression de Nkx2.1. B, Schéma des régions prolifératives dans le subpallium (LGE
en bleue, MGE en rouge, aire préoptique (POA) en violet, septum (SE) hachuré, aire préoptique de I’hypothalamus
(POH) en vert. C-F, Schémas de quatre coupes selon I'axe antéro-postérieur décrivant la localisation des 18 sous-
domaines. G, Facteurs de transcription pris en compte et expression relatives dans les sous-domaines de la MGE. Barre
d’échelle : 200 pm. Issu de Flames et al., 2007**.
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L'origine de ce gradient dorso-ventral pourrait étre due au morphogéne

h 147

ventralisant shh. Dans le subpallium, Nkx2.1 commence a s’exprimer avant Sh , mais

I'expression de Shh est nécessaire pour maintenir une identité ventrale par rapport au

48 (indépendamment d’une inhibition de gli3'*°). En effet, I'absence d’expression de

pallium
Shh induit une diminution de I'expression de Nkx2.1'*° ainsi que de Nkx6.2*" dans la MGE
et une réduction du nombre d’interneurones & parvalbumine et & somatostatine’®. Afin de
regarder si shh intervient dans les gradients observés dans la dMGE et la vVMGE, Smo, un
gene codant pour un récepteur a shh, a été invalidé de maniére mosaique dans les
progéniteurs de la MGE dés E10,5, afin de regarder les effets de shh de maniére « cellule
autonome » et « cellule non autonome ». En effet, smo peut jouer un réle intrinseque (effet
« cellule autonome ») dans les cellules ou extrinséque en détectant shh (effet « cellule
non-autonome »). Il s’en est suivi une diminution du nombre d’interneurones a
parvalbumine et un nombre normal d’interneurones a somatostatine. Cela résultait d’'une
diminution du nombre d’interneurones a somatostatine qui ont été invalidés pour Smo et
d’'une augmentation du nombre d’interneurones a somatostatine non invalidés pour Smo.
Pour confirmer que shh induit bien une identité dMGE et une production d’interneurones a
somatostatine, des tranches de télencéphale marqué a E11,5 ont été incubées avec un
ligand de shh (pour augmenter leur réponse a shh), puis la vVMGE (produisant normalement
principalement des interneurones a parvalbumine) a été greffée dans des embryons non
marqués. Il s’en est suivi une augmentation d’'un facteur 2 de la proportion d’interneurones
marqueés et exprimant la somatostatine.

Cette intervention de shh dans la mise en place d’'un gradient dorso-ventral
décroissant en faveur des interneurones a somatostatine est surprenante, shh étant
plutét un facteur ventralisant. Une autre preuve de la sécrétion de shh par les
neuroblastes dans le manteau de la MGE a été apportée par I'étude de mutants doubles
homozygotes pour Lhx6 et Lhx8, génes qui sont coexprimés dans la MGE des embryons
sauvages. Chez ces doubles mutants, shh est toujours fortement synthétisé dans l'aire

préoptique et dans une moindre mesure dans la zone ventriculaire de la MGE mais pas dans
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le manteau de la MGE. En paralléle, nkx2.1 est moins exprimé dans la dMGE de ces
mutants. Ainsi, les neuroblastes exprimant [hx6 et |hx8 produiraient shh qui promeut
I'expression de nkx2.1 ainsi que de ptc1 et nkx6.2**° dans la dMGE. Les mutants simples et
doubles homozygotes pour Lhx6 et Lhx8 présentent a E14,5 une réduction de I'expression
de Glil et Nkx6.2 dans la zone ventriculaire, et de Lmo3 et Nkx2.1 dans la zone sous-
ventriculaire. Cela a pour conséguence une réduction du nombre de neurones néocorticaux
qui expriment a E18,5 Arx, Calbindine-1, Gadl/Gad67, Npasl, Sst et Sox6. Afin de
distinguer les effets « cellule autonome » (perte de I'expression de |hx6) des effets « cellule
non autonome » (perte de la sécrétion de shh dans I'environnement local), Shh a été invalidé
uniguement dans la zone sous-ventriculaire et le manteau de la MGE (expression de la
recombinase cre sous le contrdle du promoteur de DIx1 et DIx2). Chez ces souris, Glil, Ptcl
et Nkx6.2 sont sous-exprimés dans la zone ventriculaire et la zone sous-ventriculaire de la
dMGE, ce qui confirme que les neuroblastes, en sécrétant shh, contrdlent I'identité des
progéniteurs de la zone ventriculaire. En I'absence d’expression de Shh dans la zone
sous-ventriculaire de la MGE, les souris présentent a P24 une diminution du nombre
d’interneurones a parvalbumine et a somatostatine de maniére similaire, preuve que lhx6 et
lhx8 agissent directement sur la transcription de Shh'*?.

Parallelement a ssh, le morphogéne dorsalisant BMP4 participerait aussi a ce
biais spatial : in vivo, la surexpression de BMP4 entraine une augmentation de 70% des
interneurones a parvalbumine. BMP4 semble jouer un rble sur les progéniteurs car in vitro,
son ajout dans des cultures de progéniteurs tardifs augmente la proportion d’interneurones a
parvalbumine en défaveur des interneurones a somatostatine. BMP4 semble jouer aussi un
réle sur les neuroblastes dans le néocortex car son ajout a des cultures de neuroblastes
issus du néocortex a PO diminue la proportion d’interneurones a somatostatine et augmente
la proportion d’'interneurones a parvalbumine. Ce dernier résultat est intriguant car il pose la
guestion, soit de la possibilité pour un précurseur d’interneurones de passer aux stades

postnatals précoce d'un type a l'autre (ce point n’a pas recu de validation expérimentale et a
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été peu étudié pour linstant), soit d’'une intégration différentielle de ces précurseurs
dépendante de BMP4'3,

En plus de shh, les sémaphorines-3a et -3f (sema3a et sema3f) sont exprimées
dans la MGE™. Les sémaphorines sont des protéines associées aux membranes et
sécrétées. Elles jouent des réles variés au cours du développement cérébral, du guidage
axonal a la spécificité synaptique en passant par la polarité neuronale. Elles agissent via des
complexes de récepteurs qui contiennent des plexines (en ce qui concerne les
sémaphorines de classe 3, la plexine-Al, plxnal) de maniere homomérique ou
hétérodimérique. Les sémaphorines de classe 3 peuvent aussi se lier a des neuropilines,
notamment la neuropiline-1 (nrpl). Ces complexes de récepteurs sont en amont de voies
activant des protéines kinases, des GTPases et des protéines associées au cytosquelette. I
a été montré que les sémaphorines peuvent aussi agir comme récepteurs des plexines'*. A
E18,5, le nombre de neuroblastes GABAergiques est réduit dans le néocortex d’embryons
mutants homozygotes pour Sema3a mais pas pour Sema3f. Une raison qui pourrait
expliquer cette diminution est une réduction du nombre de progéniteurs dans la zone
ventriculaire et la zone sous-ventriculaire a E14,5 chez les embryons mutants homozygotes
pour Sema3a. Une réduction similaire est observée chez les embryons mutants
homozygotes pour Nrpl et Plxnal'*®, codants pour deux effecteurs de la voie sémaphorine,
ce qui suggere, sans preuve formelle, que les progéniteurs portent nrpl et/ou plxnal, les
rendant sensibles aux sémaphorines™*.

En conclusion, la dMGE produit préférentiellement les interneurones a
somatostatine, dont les interneurones a somatostatine/calbindine-2 dans sa partie
dorsale, alors que la VvMGE produit préférentiellement les interneurones a
parvalbumine. Ce biais spatial est permis par la production de shh par les
neuroblastes GABAergiques de la MGE qui participent a I’établissement d’un gradient

dorso-ventral décroissant de shh.
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D. Etudes clonales et lignages d’interneurones spécifiques de régions

néocorticales

Nous avons vu que la couche nécorticale préférentielle occupée par un interneurone
est prédéterminée en fonction de son stade développemental de naissance. Se pose
cependant la question d’'une possible prédétermination de I'aire néocorticale de destination
de lignages interneurones. Pour répondre a cette question, cing études ont été publiées
depuis 2011 par les groupes de Song-Hai Shi (Weill Cornell Medical College, New York,
Etats-Unis)'*"**®, Oscar Marin (Institut de Neurosciences de Sant Joan d'Alacant,
Espagne)™®, Gord Fishell (Institut de Neuroscience de New York, Etats-Unis)'®***** et Arnold
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Krigstein (Université de San Francisco, Etats-Unis)™“, avec des conclusions en partie

contradictoires.

Les deux premiéres études, de Keith Brown et al. en 2011 (dans le laboratoire de
Song-Hai Shi)*®" et de Gabriele Ciceri et al. en 2013 (dans le laboratoire d’Oscar Marin)'**,
ont consisté a marquer des progéniteurs en division dans la zone ventriculaire de la MGE

afin de marquer les lignages cellulaires qui en sont issus’**®

(Figure 8). Brown et al. ont
produit une lignée de souris dans laquelle les interneurones issus de la MGE expriment la B-
galactosidase et le récepteur TVA apparenté au rétrovirus du sarcome de la leucose aviaire
de groupe A (souris Nkx2.1-cre;LSL-RS26™A"%) En injectant & E11-E12 le rétrovirus, &
faible titre, exprimant la protéine fluorescente verte EGFP ou la protéine fluorescente rouge
mCherry dans la MGE des embryons de cette lignée, Brown et al. ont ainsi pu marquer
guelques progéniteurs précoces de la MGE. De maniere semblable, Ciceri et al. on injecté a
E11,5 un rétrovirus a faible titre portant une séquence floxée du géne codant pour la protéine
fluorescente verte GFP ou la protéine fluorescente rouge mCherry dans des embryons
exprimant la recombinase cre dans les interneurones issus de la MGE (souris Nkx2.1-cre).
L’injection des rétrovirus a faible titre est nécessaire pour marquer un faible nombre de

progéniteurs et de lignages (marquage clonal). Dans ces deux études, des interneurones
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de méme origine clonale issus de progéniteurs précoces de la MGE expriment une
protéine fluorescente (EGFP ou GFP et mCherry).

Brown et al. ont tout d’abord vérifié qu’ils avaient bien marqué des cellules de méme
origine clonale : 24 heures aprés l'injection, un progéniteur (avec un long processus basal)
était marqué plus une cellule multipolaire avec un processus court ; de 48 a 72 heures aprés
l'injection, un seul progéniteur était toujours marqué ainsi que deux a trois cellules (quatre a
cing a 72 heures) orientées radialement le long du processus basal du progéniteur. A P7 et
P21, Brown et al. ont étudié la distribution des interneurones synthétisant la méme protéine
fluorescente. lls ont comparé la distribution de ces interneurones de méme origine clonale a
une distribution aléatoire, en mesurant la distance de chaque interneurone a son plus proche
voisin. Les interneurones de méme origine clonale n’étaient pas distribués de maniére
aléatoire mais étaient regroupés (forment des groupes) dans des régions distinctes
pour 40 a 50% d’entre eux (formaient des clusters). Par exemple, le long de I'axe antéro-
postérieur, des interneurones de méme origine clonale étaient confinés dans trois coupes
coronales successives (70 pum d’épaisseur chacune) ou dans une méme colonne
néocorticale. Les interneurones EGFP et mCherry n’étaient pas retrouvés au sein des
mémes groupes, ce qui suggére que des interneurones d’origine clonale différente ne
formeraient pas de groupes entre eux. Les groupes d’interneurones étaient éloignés entre
eux de plus de 500 pum (soit une distance supérieure a I'épaisseur d’'une colonne
néocorticale). Par ailleurs, 25% des groupes d’interneurones ne synthétisaient que la
parvalbumine ou que la somatostatine alors que 75% des groupes synthétisaient les deux,
confortant I'idée que les progéniteurs apicaux a E12 synthétisant des interneurones a
somatostatine donnent ensuite des progéniteurs capables de produire la parvalbumine.

Ciceri et al. ont également vérifié qu’ils avaient bien marqués des cellules de méme
origine clonale en regardant les cellules marquées a E13,5. Tout comme dans la
précédente étude, la distribution des interneurones marqués n’est pas aléatoire. Les
groupes sont confinés dans des espaces de 0,03 mm?, soit dans des volumes équivalents &

celui d’'une colonne néocorticale. Contrairement a Brown et al., Ciceri et al. ont observé a
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P20 que 60% des groupes contiennent une protéine fluorescente dominante avec au moins
un interneurone marqué pour l'autre protéine fluorescente, indiquant que méme si les
interneurones de méme origine clonale ont tendance a former des groupes, ces
derniers comprennent aussi des interneurones d’origine non clonale. Les interneurones
qui se regroupaient étaient situés de maniere préférentielle dans les couches néocorticales
profondes (V-VI), ce qui est attendu pour des progéniteurs ayant été marqués a E12,5. Afin
de déterminer le stade de naissance des interneurones, Ciceri et al. ont injecté du BrdU a
E12,5 ou E15,5. Tous les interneurones de méme origine clonale qui étaient localisés dans
une seule couche provenaient de cellules injectées au méme age et tous ceux qui étaient
distribués dans plusieurs couches d’'une méme colonne néocorticale provenaient de cellules
injectées a des ages différents (50% d’entre eux étaient d’age différent). Or 77% des
groupes d’interneurones de méme origine clonale regroupaient des interneurones de méme
age, ce qui peut expliquer pourquoi les auteurs ont tout d’abord pensé a une localisation
préférentielle des interneurones de méme origine clonale dans les couches profondes. Le
résultat le plus surprenant est donc que des interneurones de méme origine clonale
nés a deux stades différents (E12,5 et E15,5) sont situés dans une méme colonne
néocorticale. Les interneurones marqués étaient a 75% des interneurones a parvalbumine
et la moitié des groupes ne contenaient que des interneurones a parvalbumine (trés peu de
groupes ne contenaient que des interneurones a somatostatine). En injectant le méme
rétrovirus dans d’autres lignées de souris (Pvalb-cre, Sst-cre, VIP-cre), Ciceri et al. ont pu
préciser que les interneurones de méme origine clonale de chaque sous-type d’interneurone
(a parvalbumine, a somatostatine et a VIP) ne se distribuent pas de maniére aléatoire dans

le néocortex.

Un des biais expérimentaux des deux précédentes études est de considérer que deux
interneurones marqués par la méme protéine fluorescente soient des interneurones de
méme origine clonale (biais pris en compte en utilisant un faible titre). Deux autres études
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publiées en 2015, par Christian Mayer et al. (dans le laboratoire de Gord Fishell)™ et par

30



Corey Harwell et al. (dans le laboratoire d’Arnold Kriegstein)'®?

, ont ainsi injecté a E10,5-
E12,5 (E12,5 pour la seconde étude), a faible titre, des rétrovirus (protocole proche de celui
de Brown et al., donc) exprimant des codes-barres d’ADN de 24 paires de base (ainsi que le
gene codant pour la GFP liée a la membrane) : ces études permettent en théorie de
marquer jusqu’a 100 000 lignages et de déterminer avec quasi certitude si deux
interneurones ont la méme origine clonale.

Mayer et al. ont procédé comme Brown et al. en ce qui concerne l'injection rétrovirale
et I'étude des progéniteurs marqués quelques jours aprés l'injection, quoique l'injection ait
été pendant une période développementale plus large et décalée dans des stades plus
précoces (E10,5-E12,5 au lieu de E11-E12). 44% des codes-barres étaient exprimés a P16
dans un seul interneurone et 56% dans plusieurs interneurones (jusqu’a 6). Pour ces
derniers, on peut donc véritablement parler d’interneurones de méme origine clonale. Les
auteurs observent que 61% des interneurones issus de la MGE sont localisés dans le
néocortex, 7% dans I’hippocampe, 3% dans le striatum ; et que ces différentes
structures télencéphaliques peuvent avoir des interneurones de méme origine clonale
(20% des interneurones de méme origine clonale sont localisés dans le néocortex et
I'hippocampe, 2 a 6% dans le néocortex et les ganglions de la base). Il a également été
observé que les interneurones de méme origine clonale n’occupent que les structures
ipsilatérales de I'éminence injectée et n'occupent pas I'hypothalamus. En mesurant la
distance de chacun des interneurones de méme origine clonale a son plus proche voisin,
Mayer et al. ont obtenu une distance moyenne de 1 885 um dans le néocortex avec 8% des
interneurones de méme origine clonale pour lesquels cette distance est inférieure a 500 pm.
En incluant les interneurones qui sont seuls a porter un code-barres, la distance moyenne
entre deux interneurones de méme origine clonale est plus grande qu’entre deux
interneurones d’origine clonale différente. Les auteurs de cette étude proposent donc de
revoir a la baisse (8% contre 40-50%) le nombre d’interneurones de méme origine

clonale qui se regroupent dans le néocortex.
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Harwell et al. ont procédé de méme, en injectant le rétrovirus a E12,5. Une différence
observée par rapport a I'étude de Brown et al. est que 2 & 8 heures aprés l'injection, les
cellules de méme origine clonale ne sont pas regroupées entre elles autour du processus
basal de leur progéniteur mais migrent dans des directions différentes, résultat indépendant
de la question de leur destination. Comme I'étude précédente, 70% des codes-barres étaient
exprimés a P28 dans un seul interneurone et 30% dans plusieurs interneurones (jusqu’a 6,
en moyenne 2,8). Les auteurs obtiennent des proportions similaires pour la répartition des
interneurones de méme origine clonale entre le néocortex, I'hippocampe et le striatum. Et
comme I'étude précédente, la distance moyenne entre interneurones de méme origine
clonale est plus grande qu’entre deux interneurones d’origine clonale différente (750
pm contre 585 um).

Mayer et al. et Harwell et al. retrouvent entre 2% et 6% des code-barres dans plusieurs
expériences indépendantes, alors que la probabilité qu’un méme code-barres soit retrouvé
dans deux expériences indépendantes est de 0,003% (vu le faible nombre d’interneurones
de méme origine clonale marqués)'*®*°®1%2 Cette surreprésentation de code-barres pourrait
étre due a des contaminations dans la population de vecteurs injectés. lls ont exclus de leurs
études ces populations d’interneurones qui auraient pu entrainer un biais dans leurs

résultats.

Un biais des deux précédentes études a été dinclure dans les distributions les
interneurones qui étaient seuls a porter un code-barres, et qui ne constituent donc pas des

populations d’interneurones de méme origine clonale. Khadeejah Sultan et al. (dans le
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laboratoire de Song-Hai Shi)™" ont donc repris en 2016 le méme protocole en corrigeant ce

biais (ils ont exclus les interneurones qui sont seuls a porter un code-barres). lls ont
également exclus les populations dont le code-barres est retrouvé dans plusieurs
expériences. Miguel Turrero Garcia et al. (dans le laboratoire de Corey Harwell)*** et
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Christian Mayer et al. (dans le laboratoire de Gord Fishell)™" ont analysé a nouveau les

données publiées 'année précédente.
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Sultan et al. ont tout d’abord compté le nombre d’interneurones issus de la MGE en
croisant des souris Nkx2.1-cre avec une souris rapporteuse (Ai9-tdTomato). lls ont compté
prés d’1 million d’interneurones dans le néocortex, 62 000 dans les ganglions de la
base et 58 000 dans I’hippocampe, ce qui rejoint quelque peu les proportions obtenues par
Mayer et al. en 2015 (ici 89% dans le néocortex, 5,7% dans les ganglions de la base,
5,4% dans I’hippocampe). Sultan et al. ont réalisé la méme expérience que Mayer et al. et
Harwell et al. en 2015 et ont aussi analysé leurs données. En regardant la distribution des
interneurones de méme origine clonale, ils observent, de maniére similaire a Mayer et al. en
2015, que 74% des interneurones de méme origine clonale ne vont que dans le
néocortex, 0,2% dans I’hippocampe ou les ganglions de la base seulement et 25,8 qui
vont dans au moins deux de ces structures (avec 1,1% dans les trois). En reprenant les
données de Mayer et al. et Harwell et al. en 2015, ils ont exclu de la mesure de la distance
moyenne entre deux interneurones de méme origine clonale, les interneurones qui sont les
seuls a avoir leur code-barres (qui ne représentent donc pas une population clonale) ainsi
gue ceux qui n‘ont pas de code-barres du tout. Cette analyse, sur trois jeux de données
donc, indique que la distance entre des interneurones de méme origine clonale est plus
courte qu'entre des interneurones d’origine clonale différente : environ 50% des
interneurones clonaux forment des groupes dans une structure du télencéphale et
60% des groupes d’interneurones sont entre des interneurones clonaux. Plus
précisément, ce dernier pourcentage est pour une distance maximum de 2 mm entre
membres d’un groupe, il est d’environ 40% si la distance est d’environ 1,5 mm, d’environ
20% si elle est de 1 mm et de 8% pour une distance de 500 ym (ce qu’avaient indiqué Mayer
et al. en 2015) (Figure 8).

Turrero Garcia et al. ont répondu a Sultan et al. en reprenant eux aussi les
précédentes études. llIs rappellent que toutes les études sont d’accord sur le point que
les interneurones clonaux ne se distribuent pas de maniere aléatoire dans le
télencéphale (70% d’entre eux vont dans une seule structure télencéphalique par exemple).

lIs contestent cependant la définition de groupe utilisée dans I'étude de Sultan et al. : dans
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cette derniére étude les interneurones étaient considérés comme formant un groupe s’ils
étaient distants de 1,5 - 2 mm au maximum alors que Mayer et al. ainsi que Turrero Garcia
et al. considérent comme biologiquement pertinent de ne considérer que les groupes
distants de 500 um au maximum (diamétre moyen d’une colonne néocorticale). De
plus, les auteurs ne fondent pas leur analyse seulement sur la distance entre deux
interneurones mais sur le volume minimal d’un cube qui comprendrait deux
interneurones de méme origine clonale. En prenant en compte ce parameétre, ce
volume est entre 5 et 10 mm?® dans les études de Harwell et al. et de Mayer et al. en
2015, d’environ 1 mm?® dans I’étude de Sultan et al., de 0,005 a 0,01 mm?® dans les
études de Brown et al. et Ciceri et al..

Mayer et al. ont également répondu a Sultan et al. : ils rappellent eux aussi que toutes
les études montrent que les interneurones clonaux de se distribuent pas de maniere
aléatoire dans le télencéphale. lls contestent les modéles comparant cette distribution a une
distribution aléatoire, préférant une comparaison de la plus proche distance entre
interneurones de méme origine clonale et entre interneurones d’origine clonale différente. lls
ont annulé le biais qui consistait & considérer les interneurones qui sont seuls a exprimer leur
code-barres et n'ont pas mesuré de différence de distance entre interneurones de méme
origine clonale ou d’origine clonale différente. lls admettent cependant que 52% des
interneurones de méme origine clonale peuvent former des groupes et que 60% des
groupes d’interneurones contiennent des interneurones de méme origine clonale. lIs
mentionnant de plus un biais expérimental : le faible nombre de neurones infectés dans
chaque expérience (de 10 a 300, soit environ 3 pour 10 000 du nombre total d’interneurones)

peut donner une mauvaise estimation de ces proportions.
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Que retenir de ce débat qui est loin d’étre clos ? Tout d’abord, ces études clonales
permettent d’étudier au sein de la MGE les modes de division et de suivre quelques heures
aprés linjection le comportement des cellules de méme origine clonale. Ainsi, quasiment
toutes ces études confirment la transition d’une division asymétrique des progéniteurs
(donnant principalement des interneurones a somatostatine) vers une division symétrique
(donnant principalement des interneurones a parvalbumine) et que les neuroblastes de
méme origine clonale sont alignés de maniére radiaire dans la zone ventriculaire et la zone
sous-ventriculaire le long du processus basal de leur progéniteur apical (seuls Harwell et al.
ont obtenu des résultats différents). Ces études donnent aussi des éléments factuels : le
nombre d’interneurones issus de la MGE et leur répatrtition dans le télencéphale (environ 1
millions d’interneurones, répartis a 89% dans le néocortex, a 5,7% dans les ganglions de la
base et a 5,4% dans I'hippocampe) et que les interneurones d’'une MGE ne migrent pas
dans I'hypothalamus et dans le télencéphale contralatéral. Ces études clonales montrent
aussi que 70% des interneurones de méme origine clonale sont attribués a une seule
structure télencéphalique, suggérant I'existence d’'un code d’attribution a l'une de ces
structure, et posant la question des 30% d’interneurones de méme origine clonale qui vont
dans plusieurs structures (partagent-ils un code ou vont-ils par défaut dans toutes les autres
structures ?). Si les études ayant utilisé 'expression de code-barres ont permis véritablement
d’étudier des populations clonales, le faible nombre d’interneurones infecté et le nombre
probablement important de cellules qui inhibent leur expression virale ne permet cependant
d’étudier qu’un nombre restreint de populations (une centaine dans chaque expérience), et
de petites populations (6 interneurones au maximum par population clonale) : ce nombre
devra étre augmenté ou des marqueurs de populations clonales devront étre trouvés. De
plus, la surreprésentation de certains codes-barres entre différentes expériences
indépendantes indique la nécessité de porter attention a la composition de la banque virale

injectée.
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En revanche, si le débat portait au début sur des questions liées a I'infection elle-méme
(utilisation de code-barres ou non), il porte maintenant sur ce qui est considéré comme un
groupe d’interneurones. Si la présence au sein d’'une colonne néocorticale est considérée
comme pertinente, ces études sont d’accord pour dire qu’environ 8% des interneurones de
méme origine clonale forment des groupes dans des colonnes néocorticales (cf. Mayer et al.
ainsi que Harwell et al.). Mais une aire néocorticale fonctionnelle (auditive par exemple) est
plus large qu’une colonne corticale et considérer une distance de 2 mm voire un volume d’1
mm? (Sultan et al.) peut étre pertinent. Cela reviendrait & dire que 60% des interneurones
d’une aire néocorticale fonctionnelle pourraient étre de méme origine clonale. La encore,
seule l'identification et I'utilisation de marqueurs de ces populations pourra permettre de

répondre a cette question.
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Figure 8 Destination des interneurones de méme
origine clonale chez la souris. A, Schémas
représentant les expériences menées par Brown et
al., 2011™° et Ciceri et al., 2013"°. Un progéniteur
est marqué dans la MGE, ainsi que les neuroblastes
qui en sont issus (ils sont localisés au début le long
du processus basal du progéniteur apical). Aux
stades postnatals, les interneurones de méme
origine clonale se regroupent préférentiellement
dans des colonnes ou des aires néocorticales
restreintes. B, Histogramme représentant la
distribution des groupes d’interneurones en fonction
de la distance entre interneurones (a partir des
données de Mayer et al., 2015 : les distances
sont entre interneurones de méme origine clonale
(«intra-clonal ») ou d'origine différente (« inter-
clonal »). En bleu et vert foncés, cette distribution
selon I'analyse de Mayer et al., 2015™°. En bleu et
vert clairs, cette distribution aprés analyse de ces
données par Sultan et al., 2016, Cette analyse a
exclus les interneurones qui étaient les seuls a
exprimer leur code-barres (on ne pouvait pas parler
de populations clonales a proprement parler).

apparait que si on considére une distance de 500
gm  pertinente  pour considérer que deux
interneurones appartiennent a un méme groupe, 8%
des interneurones de méme origine clonale forment
des groupes. Ce chiffre monte & au moins 50% si on
considére une distance de 2 mm. A adapté de
Sultan et al., 2013’ et B issu de Sultan et al.,

2016™%,
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En conclusion, les zones ventriculaire et sous-ventriculaire de la MGE donnent
naissance aux deux types d’interneurones cardinaux, ceux a parvalbumine et a
somatostatine. Ces zones prolifératives comprennent plusieurs domaines distribués
le long d’un axe dorso-ventral. Pour I'instant, seul un biais spatial a été identifié entre
la dMGE, qui donne préférentiellement des interneurones a somatostatine a des
stades précoces, et la VMGE qui donne préférentiellement des interneurones a
parvalbumine a des stades plus tardifs. Les interneurones nés a des stades précoces
occupent les couches néocorticales inférieures et les interneurones nés plus
tardivement les couches néocorticales supérieures. L’existence d’'un déterminisme
dans la MGE de sous-types d’interneurone n’est pas connue (excepté pour les
interneurones en chandelier qui sont générés en dernier) mais il semblerait que des
interneurones de méme origine clonale se regroupent dans des aires néocorticales
restreintes. Les aspects génétiques et moléculaires de ces lignages restent a étre

élucidés. Quoiqu’il en soit, a la sortie de la MGE, les neuroblastes GABAergiques qui

débutent leur longue migration vers le néocortex ont déja commencé a se différencier.
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Il. Migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques issus de la MGE

chez la souris

Jusqu’a la fin des années 1990, on pensait que les interneurones corticaux naissent
dans le cortex, comme les neurones glutamatergiques. Dés la fin des années 1980, des
indices indiquaient cependant que le GABA commence a étre synthétisé dans le subpallium
avant d’étre synthétisé dans le cortex'® et que des neurones synthétisant le GABA migrent
tangentiellement & la zone ventriculaire au sein du néocortex'®. Il était également connu que
'essentiel des neurones qui migrent tangentiellement & la zone sous-ventriculaire
néocorticale provenaient de la LGE*“®, sans que I'on sache s'ils naissaient dans la LGE ou
y étaient en transit. De plus, on savait que les neurones glutamatergiques et GABAergiques
constituent deux lignages cellulaires différents™®" ¢,

C’est a partir de 1997 que des études montrent que I'essentiel, puis la totalité, des
interneurones nait dans le subpallium (MGE-CGE) puis migre tangentiellement a la zone
ventriculaire vers le néocortex. Tout d’abord, il a été montré que des cellules migrent au
cours du développement du subpallium vers le néocortex. Pour cela, des cristaux
fluorescents rouges (Dil) ou de tungsténe couplé a un marqueur fluorescent ont été introduits
dans la LGE de tranches télencéphaliques. Les auteurs ont observé une migration des
cellules marquées dans le néocortex tangente a la zone ventriculaire au bout de 36 heures.
Ces neurones possédaient un processus conducteur ou neurite (en anglais, leading
process) tangent a la zone ventriculaire néocorticale, un lamellipode (souvent appelé cone
de croissance — en anglais, growth cone — étant donné sa ressemblance avec celui a
Iextrémité des axones) et un processus arriére (en anglais, trailing process)*"®h19171
(Figure 11). Ces expériences ont aussi pu préciser que la migration tangentielle commence
vers E12,5. Lors de ces expériences, des immuno-marquages pour le GABA ou encore |hx6

co-localisaient avec le Dil*"®®°. De plus, si une Iésion était faite & la frontiére entre le

pallium et le subpallium (parfois appelée frontiére cortico-striatale), le nombre de cellules
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GABAergigues dans le néocortex était diminué d’un facteur 10. En paralléle, les auteurs se
sont interrogés sur le réle de DIx1 et DIx2. Il était en effet connu que ces génes sont
exprimés uniqguement dans le subpallium avant E13,5, puis dans le néocortex a partir de ce
stade. En cas de lésion & la frontiere entre le pallium et le subpallium, le nombre de cellules
exprimant DIx1 et DIx2 est fortement réduit dans le néocortex (-70%) et la migration
tangentielle étudiée est fortement réduite chez les embryons mutants doubles homozygotes
pour DIx1 et DIx2*'.

Deux ans plus tard, une étude a précisé que la source majeure des interneurones dans
le subpallium est la MGE. In vitro, les cellules issues de la MGE sont celles qui migrent le
plus loin dans un gel de matrice extracellulaire (280 um en 24 heures), par rapport a celles
de la LGE (117 um) ou d’autres structures cérébrales. Des explants marqués de LGE et
MGE ont été greffés in vivo dans des cerveaux adultes. Alors que les neurones issus
d’explants de LGE ou de néocortex migrent peu autour de leur lieu d’implantation, les
neurones issus de greffes de MGE se propagent dans toutes les directions ; ces résultats
comportent une exception : les neurones issus d’explants de LGE suivent la voie de
migration rostrale, mais pas ceux issus d’explants de MGE. De plus, les neurones issus
d’explants de MGE sont immuno-réactifs pour le GABA, indiquant qu’il s’agit d’interneurones.
Des résultats similaires ont été obtenus in utero, ou seuls les neurones en provenance
d’explants de MGE vont vers le néocortex a E12,5 (& E14,5, c’est le cas pour la MGE et la

E57636469)169 Ceg résultats vont donc dans le sens de

CGE, alors identifiée comme la LG
I'étude précédente, en précisant qu’en réalité les interneurones proviennent essentiellement
de la MGE. Les neurones de la LGE marqués par le Dil était en fait des interneurones en
transit depuis la MGE®,

Les outils génétiques n'ont pas tardé a confirmer ce fait : Nkx2.1 est exprimé au cours
du développement uniquement dans la MGE et l'aire préoptique. Son inactivation entraine

une diminution du nombre d’interneurones et des neurones migrant tangentiellement d’au

moins 40-50045°:169.172
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Je décrirai dans cette partie les différents flux de migration tangentielle, les aspects
temporels de cette migration ainsi que les structures anatomiques et les molécules

impliqguées dans cette migration.

A. Migration tangentielle au sein de deux principaux flux

Juste aprés leur naissance, les neuroblastes GABAergiques se situent le long du
processus basal de leur progéniteur®>**"**%!”3 |Is migrent ensuite & travers le subpallium, en
évitant l'aire préoptique et le striatum (certains neurones issus de la MGE vont dans le
striatum, mais les futurs interneurones néocorticaux n’y passent pas). llIs franchissent ensuite
la frontiere entre le pallium et le subpallium, que certains ont comparé au franchissement de
la ligne médiale par les axones commissuraux. Cette entrée dans le néocortex constitue une
nouvelle phase migratoire. La migration tangentielle peut donc étre divisée en une premiére
phase allant de la MGE a la frontiére entre le pallium et le subpallium, puis d’'une seconde
phase de migration a travers le néocortex. Au cours de ces étapes, les neuroblastes
GABAergiques parcourent une grande distance au cours de leur migration depuis le
subpallium jusqu’aux aires corticales antérieures comparativement a la migration radiaire
dans le néocortex des neuroblastes glutamatergiques. lls migrent également plus
rapidement : entre 50 et 80 um/heure pour les neuroblastes GABAergiques contre environ
19 pm/h pour les neuroblastes glutamatergiques®’**’°.

C’est a partir de E12,5 que les premiers neuroblastes GABAergiques issus de la MGE

312177 Une fois

commencent leur migration tangentielle, soit juste aprés leur naissance
dans le néocortex, ces premiers neuroblastes migrent au niveau du pré-plateau (en anglais,
preplate), couche entre la zone ventriculaire et la pie-mére, qui deviendra par la suite la
plague corticale et le sous-plateau (en anglais, subplate). Rapidement, d’autres

neuroblastes GABAergiques empruntent la zone intermédiaire, située entre le sous-plateau

et la zone sous-ventriculaire'*""'"® Entre E14 et E15, les neuroblastes migrent au sein de
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deux principaux flux de migration tangentielle en évitant la plaque corticale : un flux dans la

zone marginale qui correspond au flux superficiel (zone sous la pie-mére, et plus

particuliérement sa partie inférieure, sous les cellules Cajal-Retzius'"

), et un flux dans la
zone intermédiaire/zone sous-ventriculaire qui correspond au flux profond (peu
d’interneurones traversent en plus le sous-plateau). Le flux profond de migration concentre
les trois quarts des neuroblastes GABAergiges en migration tangentielle (Figure 9, cf.

2561169175178 Cartaines études

Figure 14 pour le développement de la plaque corticale)
subdivisent le flux profond en deux autres flux : celui dans la zone intermédiaire et celui dans
la zone ventriculaire/sous-ventriculaire’®. A E12-E13, les deux flux sont trés proches (la
plague corticale est trés fine) et le processus conducteur des neuroblastes GABAergiques du
flux profond touche la zone marginale ; certains neuroblastes GABAergiques peuvent méme
passer dans le flux superficiel****°'# Environ 70% des neuroblastes GABAergiques du flux
profond plongent dans la zone ventriculaire/zone sous-ventriculaire néocorticale, y reste

quelques temps a I'état stationnaire puis migrent radialement vers la plaque corticale (Partie

lI). A ce moment-la, leur migration tangentielle est par définition terminée™®*.

Figure 9 Flux de migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques
issus de la MGE chez la souris. Schéma représentant une coupe coronale
de télencéphale a E13-5-E15,5. Les neuroblastes GABAergiques issus de la
MGE migrent vers le striatum ou vers le néocortex. Ceux qui migrent vers le
néocortex empruntent un flux superficiel, dans la zone marginale néocorticale
(MZ, pour marginal zone), ou un flux profond, dans la zone intermédiaire (1Z,
pour intermediate zone) néocorticale. Abréviations : zone ventriculaire (VZ,
pour ventricular zone), zone sous-ventriculaire (SVZ, pour subventricular
zone).
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Au sein du néocortex, les neuroblastes GABAergiques du flux profond migrent

essentiellement dans leur plan coronal, latéralement puis médialement (Figure 2)°*8+187

179,181,185,188,189 Par

alors que ceux du flux superficiel migrent dans toutes les directions
exemple, sur des coupes coronales a E13,5 et E15,5, les neuroblastes GABAergiques dans
le flux profond présentent un processus conducteur tangent a la zone ventriculaire
néocorticale, sans branchement (processus secondaire avec un lamellipode peu
développé). Les neuroblastes GABAergiques du flux superficiel ne présentent pas un
processus conducteur tangent a la zone ventriculaire néocorticale, ce qui indiqgue une
direction de migration perpendiculaire ou oblique, sauf si la densité cellulaire importante
dans cette couche empéche de bien reconnaitre les processus conducteurs’®®. Ce point a
été confirmé par la suite : une étude indique que les neuroblastes GABAergiques du flux
superficiel migrent préférentiellement dans un plan antéro-postérieur, mais pas dans un plan
médio-latéral'®®,

Des vidéos de neuroblastes GABAergiques fluorescents migrant dans des tranches
néocorticales ont permis d’évaluer leur motilité. A E13,5, les neuroblastes GABAergiques du
flux profond montrent une plus grande motilité (24 pum/heure) que ceux du flux superficiel (19
pum/heure). Ces derniers sont mémes parfois stationnaires. A E15,5, les résultats sont
similaires, a I'exception que certains neuroblastes GABAergiques du flux profond deviennent
stationnaires et que d’autres ne sont plus tangents (ils sont dans un plan oblique vers la pie-
meére ou dans un sens contraire aux autres neuroblastes GABAergiques, avec une grande
variabilité inter-neuroblaste). De plus, a ce stade, des neuroblastes GABAergiques se
trouvent dans la zone ventriculaire néocorticale, sans mouvement préférentiel*®>'%,

La migration dans la zone marginale a été plus particulierement étudiée, compte tenu
du fait qu’elle n’est pas tangentielle et que les neuroblastes GABAergiques y présentent un
comportement fortement différent de ceux du flux profond. Des injections in vivo de cristaux
colorés en rouge lointain (DIiD) ont été réalisées a E16 afin de suivre ces neuroblastes. Il
apparait qu’ils peuvent migrer dans toutes les directions, sur de longues distances (jusqu’a 2

mm). Des résultats similaires ont été obtenus aprés injection & E12 d’un plasmide exprimant
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un rapporteur'®,

Sur des vidéos, ces neuroblastes présentent a E15,5 des directions
aléatoires ou sont stationnaires’®. Ces derniers présentent des morphologies
multipolaires (c’est-a-dire qu’ils présentent plusieurs processus ou branchements avec un
lamellipode), contrairement aux neuroblastes du flux profond qui migrent de maniére dirigée

et qui sont unipolaires (c’est-a-dire avec un seul processus présentant un lamellipode)*®.

B. Structures anatomiques rencontrées pendant la migration tangentielle

De maniére générale, les neuroblastes migrent sur des neurones, la glie radiaire, des
axones ou de la matrice extracellulaire'. Une des premiéres structures & avoir été
considérée comme substrat de migration des neuroblastes GABAergiques ont étés les
axones des neurones corticaux a destination sous-corticale en étudiant le role d’'une
protéine d’adhérence neuronale qu'ils expriment, la contactine-2 (cntn2 ou TAG1). Cntn2
appartient a la superfamille des immunoglobulines. Les axones des neurones corticaux a
destination sous-corticale commencent a se développer vers E13,5, restent stationnaires a la
frontiere entre le pallium et le subpallium entre E13,5 et E14,5, puis entrent dans le
subpallium jusqu’a E17,5 ou ils sont observés dans la capsule interne (La capsule interne
regroupe les fibres qui se projettent sur ou qui proviennent du cortex et qui sont dirigées ou
proviennent du thalamus et du tronc cérébral)*®!. L’expression de cntn2 commence dans le
pré-plateau a E12,5, puis devient intense vers E14,5 dans les régions néocorticales
basolatérales (dans leur zone marginale, plaque corticale et zone intermédiaire) ainsi que
dans la capsule interne. A E17,5, ce sont les régions néocorticales dorsomédiales qui
présentent ce profil expression. Cntn2 n’est plus exprimée a la naissance. Des cristaux de
Dil ont été placés dans le néocortex afin de marquer les axones des neurones corticaux a
destination sous-corticale. Cntn2 colocalise avec le Dil, confirmant que les axones corticaux
a destination sous-corticale synthétisent cntn2. De plus, des neuroblastes GABAergiques

192
2

colocalisent avec cntn2™<, suggérant une interaction entre ces neuroblastes et les axones
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des neurones corticaux a destination sous-corticale. Des tranches néocorticales ont été
incubées avec des anticorps dirigés contre cntn2 pour empécher toute interaction avec cette
protéine. La conséquence était une diminution du nombre de neuroblastes GABAergiques en
migration. Ce résultat n'a pas été obtenu en faisant de méme contre la molécule
d’adhérence |1cam, appartenant elle aussi a la superfamille des immunoglobulines, et
exprimée dans les axones des neurones thalamo-corticaux et de certains neurones corticaux

a destination sous-corticale!®1%

. Quelques années plus tard, le méme groupe a étudié les
embryons mutants homozygotes pour Cntn2. Chez ces embryons, les axones des neurones
corticaux a destination sous-corticale sont en place, et 'immuno-marquage pour I1cam est
semblable a celui des embryons sauvages. Contrairement au résultats du travail décrit ci-
dessus, les neuroblastes GABAergiques ne présentent pas de défaut de migration

tangentielle'®’.

Des cultures in vitro de cellules issues de la MGE d’embryons sauvages sur
des axones néocorticaux (obtenus aprés dissociation de tranches néocorticales) révélent
cependant que les neuroblastes GABAergiques contactent les axones néocorticaux, a des
fréquences faibles'®?. De plus, si ces cellules proviennent de la MGE d’embryons sauvages a
E12,5, elles migrent préférentiellement sur des axones exprimant cntn2 que sur des axones
exprimant le neurofilament de type P, également présent dans les axones. Les cellules
provenant de la MGE a E15,5 présentent des résultats inverses'®. Ainsi, si rien ne permet
de conclure quant au rbéle des axones des neurones corticaux a destination sous-
corticale dans la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques, il semblerait

gue cntn2 participe a la migration de ceux nés précocément dans la MGE (donc sans

doute de futurs interneurones a somatostatine).

Récemment, le réle des axones thalamo-corticaux a été étudié. Ces axones
connectent de maniéere ispilatérale les différents noyaux thalamiques a leurs régions
néocorticales correspondantes. Par exemple, le corps (ou noyau) genouillé (ou géniculé)

médial du thalamus (MGB ou MGN), le noyau thalamique auditif, projette ses axones dans le

cortex auditif. Le développement des axones thalamo-corticaux est synchrone a celui des
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neuroblastes GABAergiques : les axones thalamo-corticaux traversent la capsule interne a
environ E13, franchissent le subpallium puis voyagent le long des voies de migration des
neuroblastes GABAergiques dans le néocortex. lls arrivent dans leur région néocorticale
finale aux alentours d’E16. lls y restent, dans le sous-plateau/la zone intermédiaire, pendant
un ou deux jours puis envahissent la plaque corticale aux alentours de E18'%'%° |a
migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques a été étudiée chez des embryons
mutants dépourvus d’axones thalamo-corticaux (mutants homozygotes pour Gbx2). Le
nombre global d’'interneurones immatures (je parlerai d’interneurone immature lorsque le
neuroblaste est arrivé dans le cortex et perd son phénotype migratoire) a la naissance était
comparable chez ces mutants et les sauvages, ce qui indiquerait une absence de défaut de
migration tangentielle et/ou de prolifération dans le subpallium. Et en effet aucun défaut de
prolifération ou de proportion de neuroblastes GABAergiques dans les flux superficiel et

profond n'ont été observés®®

. Ainsi, rien n’indique un rble des axones thalamo-
corticaux dans la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques. Une étude
récente montre I'expression de la cadhérine-13 (cdh13) dans les axones thalamo-coticaux
et une colocalisation avec la calbindine-1 (synthétisée par certains neuroblastes
GABAergiques), suggérant une interaction entre ces deux populations, sans preuve

expérimentale®”.

Une autre structure qui a été considérée est la glie radiaire, qui correspond aux
processus basaux des progéniteurs apicaux. Les neuroblastes glutamatergiques migrent
notamment radialement le long de la glie radiaire. Nous verrons plus tard ce qu'il en est pour
la migration radiaire des neuroblastes GABAergiques. Concernant leur migration
tangentielle, la glie radiaire a été détruite chez des embryons de furets par une injection de
methylazoxymethanol acetate (MAM), ce qui a conduit a une migration radiaire anormale des
neuroblastes glutamatergiques. Dans ce cas, le flux profond de migration tangentielle des
neuroblastes GABAergiques est conservé (neuroblastes marqués par du Dil), méme si leur

nombre n'a pas été quantifié®*,
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Une autre équipe a étudié les interactions entre les neuroblastes GABAergiques et la
glie radiaire grace a des embryons rapporteurs, qui ont permis aux auteurs de filmer les
neuroblastes GABAergiques. Dans cette expérience, les neuroblastes GABAergiques
expriment une protéine fluorescente verte et la glie radiaire une protéine fluorescente rouge.
En ce qui concerne les neuroblastes GABAergiques du flux superficiel, ils contactent les
extrémités de la glie radiaire, qui forment une sorte de tamis, lors de leur migration aléatoire.
Suite a ces contacts, 73% d’entre eux continuent leur migration dans leur sens initial, 11%
vont dans le sens opposeé, 8% s’arrétent et 8% entrent dans la plaque corticale. Ainsi, si la
grande majorité des neuroblastes a un temps et un lieu donnés migrent indépendamment de
la glie radiaire, 27% d’entre eux changent leur comportement migratoire suite a ce contact.
En ce qui concerne les neuroblastes GABAergiques du flux profond, leur migration
perpendiculaire au sens de la glie radiaire laisserait penser qu’ils migrent de maniére
indépendante de la glie radiaire. Cependant, la encore, des contacts ont lieu entre ces deux
populations. Suite a ces contacts, 54% des neuroblastes GABAergiques continuent leur
migration dans leur sens initial, 15% vont dans le sens opposé, 16% s’arrétent et 14%
entrent dans la plaque corticale. Ainsi, prés de la moitié dentre eux change son
comportement migratoire suite a ces contacts*®.

Ces résultats suggérent un réle de la glie radiaire dans la terminaison de la migration
tangentielle, et donc dans la détermination de la localisation finale des neuroblastes
GABAergiques. Aucun indice n’indique cependant un role direct de la glie radiaire dans
la migration tangentielle elle-méme. La précision de la nature de ces contacts et la mise
en évidence des molécules impliquées (la glie radiaire exprime par exemple des molécules
d’adhérence comme les glycoprotéines astrotactines (astn), des neurégulines ou des
intégrines®®®) permettront de confirmer ou non cette hypothése. Il serait intéressant d’étudier

la localisation subcellulaire de ces molécules, peut-étre différentielle entre I'extrémité de la

glie radiaire dans la zone marginale et ses prolongements dans la zone intermédiaire.
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En conclusion, a ce jour, aucune expérience n’a pu montrer un réle majeur des
axones des neurones corticaux a destination sous-corticale, des axones thalamo-
corticaux ou de la glie radiaire dans la migration tangentielle. Cependant, il existe des
contacts transitoires entre les neuroblastes GABAergiques et ces structures. Si ces
études n’ont pas observé de défaut majeur de migration des neuroblastes
GABAergiques en leur absence, rien n’empéche des rdles plus fins ou affectant des
sous-populations de neuroblastes GABAergiques (d’ages différents ou présentant des
molécules d’adhérence différentes). Ce dernier cas devra étre pris en considération,
lorsque des molécules spécifiques de ces différentes structures auront été identifiées

et invalidées, comme cela a été tenté pour cntn2.

C. Molécules diffusibles impliguées dans la migration tangentielle

Les neuroblastes GABAergiques ont intrinséguement la capacité de migrer ce qui est
illustré par leur maotilité in vitro. Cependant, leur migration est guidée par des molécules
diffusibles dans I'environnement, qui leur permettent d’éviter certaines structures et de

migrer vers le néocortex.

Les neuroblastes GABAergiques quittent la MGE en réponse a des molécules
répulsives comme slitl, nétrine-1 (ntnl, détectée par les neuroblastes GABAergiques par
unc5b) et I'éphrine de type A efna5, exprimées dans la zone ventriculaire de la MGE*®177:204
2% lls répondent & ce dernier signal en portant le récepteur epha4. En l'absence
d’expression d’efnab5 dans les zones prolifératives de la MGE, une invasion ectopique des
neuroblastes GABAergiques dans la MGE est observée®>*®. Les mammiféres possédent

neuf récepteurs aux éphrines de type A (ephal a epha9) et cinqg récepteurs aux

éphrines de type B (ephbl & ephbb5). Les récepteurs aux éphrines de type A lient toutes
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les cing éphrines de type A (efnal a efnab), ceux de type B toutes les trois éphrines de type
B (efnal a efna3), a I'exception de epha4 qui interagit avec toutes les éphrines et ephb2 qui

interagit avec efna5*°"*® (Figure 10).

Les neuroblastes GABAergiques répondent ensuite a plusieurs molécules qui
promeuvent leur migration tangentielle, in vivo et/ou in vitro, comme le brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), le glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF), la
neurotrophine-4 (ntf4 ou ntf5), le facteur de croissance hépatocytaire (HGF) et efna2.
En 'absence de ces molécules, les neuroblastes GABAergiques présentent une plus faible
motilité¢ et peu d’entre eux entrent dans le néocortex!’®?**?3 |e role de ces différentes
molécules diffusibles dans le développement des neuroblastes GABAergiques a été
confirmé par les défauts de migration tangentielle observés chez les embryons pour les
différents récepteurs synthétisés par les neuroblastes GABAergiques : le récepteur
tyrosine kinase (trkB) qui détecte le BDNF et ntf4, le récepteur GFRa1 et la protéine
transmembranaire syndecan-3 (sdc3) qui détectent le GDNF, epha4 qui détecte efna2?'*

217 (Figure 10).

Les neuroblastes GABAergiques issus de la MGE évitent I'aire préoptique et le

4218

striatum. lls évitent I'aire préoptique qui exprime efnb3, qu’ils détectent via epha (Figure

10). Dans un premier temps, une action de action de slit avait été proposée, mais cette
hypothése n’a pas été validée expérimentalement***’’.

En ce qui concerne I'évitement du striatum, il semblerait que sema3a et sema3f, quiy
sont exprimées, jouent ce réle répulsif. En effet, les neuroblastes GABAergiques qui
formeront les futurs interneurones néocorticaux portent nrpl, un récepteur aux
sémaphorines, mais pas les neuroblastes GABAergiques qui vont dans le striatum®**??*, Des
éléments contradictoires concernent nrp2. Son expression est inhibée par DIx1 et DIx2, ce
qui suggére une absence d’implication de nrp2, mais les souris Nrp2” présentent une

diminution du nombre d’interneurones néocorticaux et une augmentation du nombre
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d’interneurones striataux. Il est donc probable que nrp2 joue un réle précoce au moment de
I'évitement du striatum puis que son expression s’éteint dans les neuroblastes'**#, || a été
montré que le récepteur robol mais pas robo2 (bien que les neuroblastes GABAergiques
lexpriment aussi) interagit avec nrp1, modulant la réponse aux sémaphorines

184

(indépendamment de slit™"). Chez les embryons mutants homozygotes pour Robol, des

neuroblastes GABAergiques néocorticaux sont ainsi retrouvés dans le striatum®*?%,
Certaines études ont pointé le fait que les sémaphorines ne diffusent pas en dehors du
striatum, & cause de I'expression en son sein de chondroitine sulfate®**?**#* (Figure 10).

En plus des sémaphorines, I'expression d’efna3 dans le striatum et de ses récepteurs
dans les futurs interneurones néocorticaux (notamment epha4) pourrait les empécher

d’entrer dans le striatum?**

, mais cela n’a pas encore été validé expérimentalement®. La
voie de migration des futurs interneurones néocorticaux est donc bornée par deux éphrines
de type A (efna5 dans les zones prolifératives et efna3 dans le striatum) et marquée par une
autre éphrine de type A (efna2), leur permettant de suivre leur voie entre autres grace au
récepteur ephad®***® (Figure 10).

Comment expliquer I'existence de deux populations de neuroblastes
GABAergiques issus de la MGE, l'une allant dans le striatum et l'autre dans le
néocortex, alors que toutes les deux expriment initialement Nkx2.1, et que certains
interneurones des deux structures ont la méme origine clonale®®%%2 2 | ors de leur
entrée dans le néocortex, les futurs interneurones néocorticaux cessent d’exprimer Nkx2.1
ainsi que le géne codant pour le récepteur a ntnl qui sous-tend la répulsion axonale, unc5b.
Ces inhibitions transcriptionnelles sont dépendantes du facteur de transcription en doigt de
zinc zeb?2 (sip1). En 'absence de zeb2, les neuroblastes GABAergiques ne perdent pas leur
motilité mais leur aptitude a capter les signaux de I'environnement local. Grace a ces
modifications d’expression génique, les deux populations de neuroblastes GABAergiques

néocorticaux et striataux ségrégent>>*?°??>?% (Figure 10).
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Au sein du néocortex, la neuréguline-1 (nrgl), qui appartient a la famille des facteurs
de croissance, agit comme molécule attractive des neuroblastes GABAergiques. Ces
derniers expriment son récepteur a fonction tyrosine kinase, erbb4 (sa phosphorylation par
la kinase dépendante des cyclines cdk5 est nécessaire a la migration tangentielle), récepteur
qui contient un domaine PDZ'""??"%% Nrg1 se présente sous deux isoformes : une isoforme
associée a la membrane, CRD-nrgl et une isoforme diffusible 1G-nrgl. La premiere est
exprimée le long des voies de migration tangentielle et la seconde est diffuse dans le
néocortex?”®. La premiére agit comme un attractant & courte distance et la seconde & longue
distance?*#! (Figure 10).

En plus de nrgl, la molécule attractante cxcl12 (sdfl), détectée par les neuroblastes
GABAergigues via leurs récepteurs couplés aux protéines G cxcr4 (sdflr) et ackr3 (cxcr7),
est exprimée le long des voies de migration tangentielle®*? (Figure 10). A E13,5, cxcl12 est

exprimée seulement dans la zone marginale, puis dans les flux profond et superficiel®*?, ¢

e
qui pourrait expliquer pourquoi les neuroblastes peuvent passer du flux profond au flux
superficiel & des stades précoces (ils ne sont pas retenus dans le flux profond). Cette
expression semble expliquer pourquoi les neuroblastes GABAergiques évitent la plaque
corticale, qui semble cependant permissive a ces neuroblastes GABAergiques et ou I'action
d’aucune molécule répulsive n’a été formellement identifiée (les sémaphorines ont été

23492%  Chez les mutants pour les génes

proposées, mais sans validation expérimentale
Cxcll2, Cxcr4 ou Ackr3, les neuroblastes GABAergiques présentent de multiples
branchements et les flux de migration ne sont plus marqués (les neuroblastes
GABAergiques envahissent plus tét la plague corticale), conduisant & une mauvaise
distribution des interneurones dans les couches néocorticales et & une diminution de leur
nombre aprées la naissance, notamment dans les régions dorsales du
néocortex55,58,181,185,233,235—249.

La voie slit (slitl et slit2)/robo (robol, peut-étre robo3) semble impliquée dans la

migration tangentielle, au moins pour le flux profond. Des anomalies morphologiques

(longueur du processus conducteur et nombre de branchements) sont observées chez les
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mutants homozygotes pour Slitl, Slit2, Robol et Robo3, conduisant & une diminution du
nombre d’interneurones au moins dans la partie ventrale du néocortex'*-%°%2 Cependant,
ces résultats sont a prendre avec mesure, car des défauts de développement des axones

1 Néanmoins,

cortico-thalamiques et thalamo-corticaux sont observés chez ces mutants
I'étude de ces modéles pourrait permettre d’étudier le réle de ces axones dans la migration
des neuroblastes GABAergiques, d’'une part, et de slit1 et slit2 comme molécules de guidage

de ces neuroblastes, d’autre part.

A
....... B
ge— nrg1
o cxcl12
.5 ntn1
> . GDNF

S | / I chémoattractant

- . ( H B chémorépulsif

Subpallium 'gx‘;;b\ » \ \ L’

PR BDNF, GDNF,
3 ntf4, HGF, efna2
el MGE

epha4 a2 iz :
(efna2,3 et 5, efnb% silt1, ntn1, efnab
trkb (BDNF, ntf4)
nrp1 (sema3f, 3b) efna3 \
erbb4 (nrg1) 1
cxcr4, ackr3 (cxcl12)
unc5b (ntn1) dans le subpalium |
intégrine a3B1 (ntn1) dans le cortex efnb3

Figure 10 Molécules diffusibles impliquées dans la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques a
destination néocorticale. A, Représentation du cerveau embryonnaire a E13,5 ainsi qu’un plan de section coronal. B, Schéma
représentant une coupe coronale de télencéphale a E13,5. En rouge sont indiquées les molécules chémorépulsives, en vert les
chémoattractives, ainsi que leur territoires d’expression. A gauche, un neuroblaste GABAergique a destination néocorticale
avec la liste en gras des récepteurs qu’il exprime (entre parenthéses les molécules détectées par ces récepteurs).
Abréviations : néocortex (NCx), striatum (Str), hippocampe (HP). Adapté de Marin, 2013,
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Il a été montré in vitro que les neurotransmetteurs que sont le GABA, la glycine, le
glutamate et la dopamine, favorisent le début de la migration des neuroblastes
GABAergigues dans le subpallium, leur entrée dans le néocortex et leur migration au sein du
néocortex, via, respectivement, les récepteurs ionotropiques GABA, et GABAg (a priori
GABA, dans le flux profond et GABAg dans le flux superficiel®®), glra (glyr), GRIN (NMDA)
et GRIAL (AMPA), drdl et drd2 (le rapport entre les quantités de ces deux récepteurs
favorise ou inhibe la migration des neuroblastes GABAergiques)'®2*°2°42%3 || semblerait que
ces neurotransmetteurs agissent en dépolarisant la membrane des neuroblastes
GABAergiques en migration. Le GABA et la glycine sont dépolarisants & ce stade
développemental car les neuroblastes GABAergiques expriment les cotransporteurs actifs
des ions sodium, potassium et chlorure slc12a2 (nkccl) et slcl2al (nkcc2) faisant entrer
les ions chlorures dans les cellules, ce qui entraine un effet dépolarisant du GABA>>°%2°,
Dans tous les cas, lorsque I'action de ces neurotransmetteurs est inhibée, notamment celle
du GABA, les neuroblastes GABAergiques présentent des anomalies morphologiques
(processus conducteur plus court par exemple, suggérant un rbéle de promoteur de la
croissance des neurites)®®*. Une question se pose toutefois, quant aux cellules qui expriment

ces neurotransmetteurs et la fagon dont leur sécrétion est régulée.

Certains indices suggerent que les flux superficiel et profond font appel a des
molécules différentes pour guider les neuroblastes GABAergiques, et probablement dans
des temporalités différentes (puisque le flux superficiel est plus important que le flux profond
aux stades précoces)®. Par exemple, ntnl est synthétisée dans la zone marginale (mais
pas dans le flux profond), en plus d’étre synthétisée dans les zones prolifératives de la MGE.
Son absence d’expression ou celle de son récepteur, intégrine a3p1, par les neuroblastes
GABAergiques (voire de leur double absence d’expression) entrainent une diminution du
nombre de neuroblastes GABAergiques migrants dans le flux superficiel, avec une
augmentation de ce nombre dans le flux profond®®. Des expériences de co-immuno-

précipitation montrent que ntn1 et I'intégrine a3B1 interagissent directement. Le fait que ntn1
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ait un r6le répulsif dans la MGE et un role attractif dans le néocortex est probablement di a
l'expression de deux récepteurs différents: uncbb dans le subpallium (perdu par les
neuroblastes GABAergiques lors de leur entrée dans le néocortex) et l'intégrine a3p1 dans la
zone marginale du néocortex (Figure 10). A la naissance, chez les mutants doubles
homozygotes, le nombre total d’interneurones immatures est deux fois plus faible et le
nombre de cellules en apoptose est plus important par rapport a des animaux sauvages. Ce
résultat est étonnant, compte tenu du fait que le flux profond concentre plus de neuroblastes
GABAergiques, comme s'il y avait une compensation. Il est donc possible qu’en I'absence de
flux superficiel, certains neuroblastes GABAergiques (peut-étre ceux qui auraient dd
emprunter ce flux) n‘arrivent pas a s’intégrer dans le néocortex, suggérant des défauts
d’entrée en migration radiaire ou de synaptogenése.

On été rapportées entre les deux flux des différences d’expression pour des génes
codants pour des récepteurs ou des protéines d’adhérence cellulaire, comme des protéines
appartenant a la famille des immunoglobulines (alcam, islr2), des cadhérines de type Il
(cdh8, cdh10), cdh13, des protocadhérines (pcdhllx ou pcdhll), des protéines
apparentées aux cadhérines (cdhrl10 ou fat3), des récepteurs (nsmf ou nelf), des protéines
transmembranaires riches en domaines leucine et fibronectine (flrt2), des protéines a
domaine sushi (csmd3), ou autres protéines d’adhérence (mdga2, la neuritine-1 ou nrnl, la
plexine-C1 ou plxncl, ptpro, ptprz1)>>2®’.

En plus des molécules impliquées dans la ségrégation des flux superficiel et profond, il
a récemment été proposé que les récepteurs ephbl et ephb2, exprimés par les
neuroblastes GABAergiques, sont impliqués dans la séparation de deux flux profonds : celui
dans la zone ventriculaire/sous-ventriculaire et celui dans la zone intermédiaire. L'expression

de ces récepteurs est sous le controle d’Ascll et DIx2'%,
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D. Aspects subcellulaires de la migration tangentielle

Chaque neuroblaste GABAergique dispose de plusieurs processus dynamiques, dont
le processus conducteur dans le sens de sa migration. Chaque processus se termine par un
lamellipode, particuliérement élaboré a I'extrémité du processus conducteur. D’une certaine
maniere, le processus conducteur se comporte comme un axone en croissance. En effet, les
processus conducteurs présentent un comportement exploratoire. Les lamellipodes
détectent les molécules de I'environnement local et conduisent a I'élongation ou a la
rétraction de leur processus. Seul le processus conducteur, répondant aux molécules
attractives, s’allonge avec un lamellipode bien développé. Les autres branchements se
rétractent et ont un lamellipode peu développé ou qui se rétracte lui aussi (en anglais,
collapse). Pour changer de direction, les neuroblastes GABAergiques peuvent inverser leur
polarité (migration en sens inverse). Plus généralement, si le neuroblaste change de
direction, un nouveau processus (branchement) s’allonge et devient processus conducteur
au détriment de lancien processus conducteur qui se rétracte. L’existence de ces
branchements est une des particularités des neuroblastes GABAergiques (qu’ils partagent
avec les neurones du pont, dans le myélencéphale, et ceux de la voie rostrale de migration).
Ces branchements permettent aux neuroblastes GABAergiques de détecter les signaux de
I'environnement provenant de plusieurs directions et d’y répondre rapidement en changeant
de direction de migration (un seul processus, sans branchements, ne permet de détecter ces
signaux que dans un seul axe)*’t174176.178.180.268 (Eigre 11).

Aprés s’étre allongé, le processus conducteur se stabilise. A ce moment-1a, les
organelles que sont le cil primaire, le centrosome, l'appareil de Golgi et les
mitochondries, situées initialement autour du noyau, se déplacent de 15-30 ym a I'avant du
noyau, dans le processus conducteur lui-méme pour former une zone de gonflement (en
anglais, swelling). Une dizaine de minutes apreés la formation de cette zone de gonflement,

le noyau se déplace a son tour pour rejoindre les organelles. Ce mouvement du noyau est
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suivi d’'une rétraction du processus arriére. Le noyau et les organelles effectuent ainsi un
mouvement (en anglais, nucleokinesis) dit saltatoire® (Figure 11).
En plus du lamellipode, le cil primaire (une organelle composée de microtubules issus

du centriole maternel chez les neuroblastes GABAergiques®™

) détecte lui aussi les signaux
de l'environnement. Chez les neuroblastes GABAergiques, le cil primaire est riche en
récepteurs trkB, GFRal, cxcr4 et ackr3, erbb4, robol et robo2. Le cil primaire des
neuroblastes GABAergiques est plus motile (il s’allonge, se raccourcit voire entre en rotation)
au cours des phases stationnaires et de migration. L'absence de l'arf GTPase arl13Db,
localisée dans le cil primaire, entraine une disparition de cette organelle et I'incapacité des
cellules a transduire les signaux de I'environnement, comme celui de ssh??. En I'absence
d’arl13b dans les neuroblastes GABAergiques, et donc de leur cil primaire, le nombre de
neuroblastes GABAergiques qui entrent dans le néocortex est réduit de 50%. Les
neuroblastes GABAergiques s’accumulent dans ce cas a la frontiére entre le pallium et le
subpallium et présentent une augmentation du nombre de processus. En I'absence d’arl13b
mais sans disparition du cil primaire, les marquages ciliaires pour les récepteurs qui y sont
situés sont diminués en intensité, suggérant une diminution de la réponse des neuroblastes

aux signaux de I'environnement®?,

L’élongation du processus conducteur, I'effondrement du lamellipode, le mouvement
saltatoire du noyau et des organelles font appel aux cytosquelettes de tubuline et d’actine®”®.
Les microtubules forment une cage autour du noyau (cage périnuclaire), impliguée dans
lavancée des organelles, et exercent une force de poussée au sein du processus
conducteur. Le cytosquelette de tubuline est sensible aux signaux de l'environnement,
comme celui des sémaphorines. Ces derniéres activent dans ce processus I'enzyme kinase
sérine/thréonine GSK3B, ce qui déstabilise les microtubules. A linverse, les molécules
attractives favorisent I'élongation des processus le long de leurs gradients et entrainent une

stabilisation du cytosquelette de ces processus®™?"+?",
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Le cytosquelette d’actine est particulierement impliqué dans la force de traction au sein
du lamellipode et l'avancée du noyau. L’'avancée de ce dernier se fait de maniére
indépendante de I'élongation du processus conducteur et de 'avancée des organelles. La
myosine non musculaire 10 (myh10 ou myhn2) est localisée a I'arriere du noyau (Figure
11). Elle est impliquée dans la contraction de I'actine a I'arriére du noyau. C’est la contraction
de I'actine a l'arriere du noyau qui le fait avancer dans la zone de gonflement. La formine
diaphl (mdia) qui est un nucléateur d’actine et un des effecteurs des rho GTPases, est
impliguée dans la migration tangentielle, notamment en contrdlant la contraction du
cytosquelette d’actine a l'arriere du noyau. En I'absence de diaphl, le noyau avance avec un
retard. En ce qui concerne le lamellipode, la dynamique du cytosquelette d’actine est
dépendante des signaux de I'environnement, comme celui des sémaphorines. Ces derniéres
entrainent l'activation de rho GTPases (par exemple rac1 et rhoA) conduisant a une
diminution du renouvellement de l'actine ou une augmentation de la contraction des
filaments d’actine, ayant pour conséquence un effondrement du lamellipode. La protéine
discl (pour disrupted in schizophrenia-1) est exprimée a l'arriére du noyau et au niveau du
lamellipode. Elle co-localise avec 'actine et des éléments suggérent une interaction avec le
Cytosquelette d’actin622,25,55,178,182,268,276-286.

Peu d’éléments sont connus quant a la transduction des signaux de I'environnement
sur la régulation du cytosquelette. Certains membres de ces voies ont été identifiés, mais ils
ne constituent probablement que la partie émergée d’'un iceberg moléculaire. Deux de ces
protéines sont la doublecortine (dcx) et 'enzyme pafahlbl (lissencéphalie-1 ou lisl).
Elles stabilisent les microtubules et participent a 'avancée du centrosome. L’invalidation de
Dcx et Pafahlbl conduit & des défauts de polarité cellulaire. L'interaction de pafahlbl avec
le cytosquelette de tubuline est conservée chez beaucoup d’especes, comme les
champignons (Aspergillus nidulans), la drosophile (Drosophila melanogaster) ou les levures
(Saccharomyces cerevisiae). Dans ces especes, les orthologues de Pafahlbl codent pour
des protéines qui interagissent avec la tubuline-a et les dynéines. Elles participent a la

dynamique et la polarité du cytosquelette de tubuline ainsi qu’a 'avancée du noyau. Chez les
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embryons murins mutants homozygotes pour Dcx, les neuroblastes présentent un
lamellipode anormalement large, parfois divisé en plusieurs cénes, et un nombre important
de branchements, ce qui entraine un défaut de mouvement du noyau et de polarité du
centrosome. Ces anomalies ont pour conséquence des défauts de direction de

m igrati0n171’273'288'289.

Dcx peut interagir avec pafahlbl et participe de son c6té a
'assemblage des microtubules, mais participe aussi a la régulation du cytosquelette d’actine.
En I'absence de I'un d’entre eux dans les neuroblastes en migration, le centrosome et le
noyau sont moins couplés, le processus conducteur s’allonge moins, et des défauts de
branchements sont observés®’. Les autres molécules indentifiées comme participant a la
transduction des signaux de I'environnement sont des dynéines, des kinases associées aux
protéines apparentées a dcx (dclk) et leurs régulateurs en amont comme cdk5 qui

273,275,288,289,291-302

phosphoryle pakl et cdknlb (p27kipl), et les kinases mapk (jnk)

Les facteurs de transcription exprimés dans les éminences ganglionnaires (dix1, dIx2,
dix5, dix6, Ihx6 et arx) sont également impliqués dans la migration des neuroblastes
GABAergiques, permettant entre autres I'expression des récepteurs aux molécules
diffusibles. En I'absence de ces facteurs de transcription, les neuroblastes GABAergiques
présentent in vivo un délai d’entrée dans le néocortex et des anomalies de distribution en
son sein ainsi que des défauts intrinséques de migration in vitrg?%°%!16:117.226.292,296,303-307
Chez les embryons doubles homozygotes pour DIx1 et DIx2, les neuroblastes ont des
processus plus longs et ont des défauts de migration tangentielle et radiaire. Ces défauts
sont corrélés a une expression plus abondante de protéines régulatrices du cytosquelette
dont la sérine/thréonine kinase pak3, en aval de cdc42 et racl, et map2'*?*®, De maniére
énigmatique, dIx5 est exprimé dans le cytoplasme des neuroblastes GABAergiques en
migration, sans qu’une fonction a cette expression ait été encore trouvée™'. Comme je lai

déja évoqué, Nkx2.1 cesse d’étre exprimé lors de I'entrée des neuroblastes GABAergiques

dans le néocortex, ce qui est probablement a I'origine de modifications transcriptionnelles de
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genes impligués dans la migration tangentielle et dans la détection de signhaux de

I'environnement (par exemple Nkx2.1 inhibe I'expression de Nrp2)*®%%,

B actine Golgi
myh10 # cil
MT g’ centrosome

processus arriére zone processus conducteur lamellipode
de gonflement

Figure 11 Aspects subcellulaires de la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques. A, Les
différentes étapes de la migration : le neuroblaste rétracte le branchement au profit du processus conducteur,
puis élabore une zone de gonflement ou avancent les organelles ; le noyau avance ensuite dans la zone de
gonflement, laissant un processus arriére, qui se rétracte ensuite. B, Représentation des organelles (cil primaire,
appareil de Golgi, centrosome), des %ytosquelettes d’actine et de tubuline (MT) ainsi que de la localisation de
myh10. Adapté de Peyre et al., 2015%".

Bien que peu décrit chez les neuroblastes GABAergiques, voire chez les neuroblastes
en général, les cellules en migration adhérent a leur substrat de migration par des sites
d’attachement ou d’adhérence, comme chez les fibroblastes'’. En plus des molécules
diffusibles bien décrites, un champ reste probablement & étre exploré : celui des forces
mécaniques impliguées dans la migration des neuroblastes et le bourgeonnement des
axones. Les protéines d’adhérence cellulaire, en plus de ce rble d’adhérence, peuvent

participer a la transduction a lintérieur de la cellule des forces mécaniques qu’elles
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détectent, par transduction mécano-électrique (impliqguée dans le bourgeonnement des

309) 310,311

axones, via piezol par exemple™) ou en étant associées au cytosquelette d’actine
Quelques protéines d’adhérence ont toutefois été décrites dans les neuroblastes
GABAergiques. Outre les protéines exprimées de maniere différentielle dans les différents
flux de migration déja citées, la cadhérine-2 (cdh2 ou ncad), cadhérine de type I, ainsi que
la cadhérine de type flamingo CELSR3 (fmil ou adgrc3), appartenant aussi a la famille des
récepteurs d’adhérence couplés aux protéines G (aGPCRs), ont été décrites comme
jouant un role crucial dans la migration des neuroblastes GABAergiques (Partie V). La
molécule d’adhérence cellulaire neuronale (NCAM1) a récemment été décrite dans les
neuroblastes GABAergigues et permettrait le regroupement (en anglais, clustering) in vitro
des récepteurs epha3 (récepteur de efna5) en interagissant avec eux. L’absence
d’interaction entre NCAM1 et epha3 empéche le regroupement de ces récepteurs et conduit
a 'effondrement des lamellipodes®?. Ce dernier élément devra étre étudié in vivo. Il serait
intéressant de voir si epha4 interagit lui aussi avec des protéines d’adhérence pour former
des regroupements, car c’est surtout epha4 qui intervient dans la migration des neuroblastes
GABAergiques.

La régulation du trafic membranaire des protéines d’adhérence, en particulier des
récepteurs d’adhérence, est au coeur de la motilité cellulaire. Elle permet le détachement de
la cellule a I'arriere, et son adhérence a I'avant. Ce trafic implique un contréle des rapports
entre exocytose et endocytose a l'arriere et a I'avant de la cellule. Plusieurs protéines
d’adhérence ont été retrouvées dans les compartiments endocytaires, a proximité des sites
de contact dans des neuroblastes, comme astnl, cdh2 ou des intégrines. En plus d’un
contrdle de I'exocytose et de I'endocytose, la polarité cellulaire intervient aussi de maniére
générale dans I'adhérence des cellules a leur substrat, notamment en faisant intervenir la
GTPase rapl, cdh2, ou encore le complexe comprenant les régulateurs de polarité cellulaire
pard3, pard6 (par6), la protéine kinase PKCC et cdc42. De maniére générale, les rho
GTPases comme racl et cdc42, ainsi que les ras GTPases comme RAPGEF2 se situent aux

sites d’adhérence cellulaire et operent I'adhérence intercellulaire des cadhérines. Elles
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interagissent de maniére directe ou indirecte avec les caténines ctnnb ; par exemple, de
maniére indirecte en faisant intervenir un domaine PDZ (la kinase magi2 est 'un des
intermédiaires a domaines PDZ). Le rble de certaines protéines d’adhérence ayant été
suggéré dans le développement des neuroblastes GABAergiques, il est probable qu’elles

soient liées & ces aspects d’adhérence cellulaire 31332,

En conclusion, les neuroblastes GABAergiques a destination néocorticale
quittent la MGE et évitent I'aire préoptique ainsi que le striatum en évitant des
molécules répulsives (notamment des éphrines et sémaphorines), et suivent des
signaux attractants (notamment BDNF, GDNF, ntf4, HGF, efna2). Leur entrée dans le
néocortex, en franchissant la frontiere entre le pallium et le subpallium, s’accompagne
de modifications transcriptionnelles (par exemple l'inhibition de I’expression de
Nkx2.1) leurs permettant de répondre a de nouveaux signaux marquant les deux
principaux flux de migration tangentielle superficiel et profond (nrgl, cxcl12 et ntnl).
Les neuroblastes GABAergiques détectent ces molécules par différents récepteurs
qu’ils synthétisent (notamment epha4, trkb, GFRa, nrp1, unc5b, I'intégrine a3p1,
erbb4, cxcrd et ackr3). Lors de leur migration tangentielle, le cytosquelette d’actine
participe a la dynamique du lamellipode et a ’avancée du noyau, celui de tubuline a la
dynamique du processus conducteur et a ’avancée des organelles a I’lavant du noyau
dans une zone de gonflement au sein du processus conducteur. Ces dynamiques sont
influencées par des signaux de I’environnement local, détectés par le lamellipode et le
cil primaire. La fin de la migration tangentielle s’accompagne d’une modification de la

réponse a ces sighaux.
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lll.  Migration radiaire et intégration des interneurones provenant de la MGE

chez la souris

A. Entrée en migration radiaire

Bien connue chez les neuroblastes glutamatergiques, la migration radiaire I'est
beaucoup moins chez les neuroblastes GABAergiques, probablement parce qu’un défaut de

migration tangentielle ne permet pas d’étudier les étapes de développement ultérieures.

Nous avons déja vu qua E155 les neuroblastes GABAergiques commencent a
changer de comportement migratoire, certains allant dans la zone ventriculaires ou ils restent
stationnaires pendant quelques temps alors que d’autres ont un processus conducteur dans
une direction oblique orientée vers la pie mere'®'® A E16,5 les neuroblastes
GABAergigues commencent a changer de direction de migration, pour migrer radialement
par rapport a la zone ventriculaire et entrer dans la plaque corticale (vers la pie mére pour
ceux du flux profond et vers la zone ventriculaire pour ceux de la zone marginale)®°. Ce
changement de direction se fait par I'établissement de nouveaux branchements orientés
perpendiculairement aux flux de migration tangentielle!’®%2189 A E18 5, cela concerne 40%

35 A ce stade, les

des neuroblastes GABAergiques qui sont dans la plaque corticale
neuroblastes GABAergiques de la zone marginale sont stationnaires, alors que tous les
autres sont motiles®”. Les interneurones immatures ne sont plus motiles a P6-P7, indiquant
qu'ils ont terminé leur migration radiaire®°3*°,

Ces changements d’orientation des branchements, et donc la dynamique du
cytosquelette, sont nécessaires a I'entrée des neuroblastes GABAergiques dans la plaque

corticale. En l'occurence, chez les mutants doubles homozygotes pour DIx1 et DIx2 déja
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mentionnés (Partie 1ID), les neuroblastes s’accumulent dans les flux de migration

tangentielle.

J'ai déja évoqué le fait que les neuroblastes GABAergiques contactent la glie radiaire a
la fin de la migration tangentielle et que certains d’entre eux (27% dans le flux superficiel,
50% dans le flux profond) changent leur comportement suite & ces contacts'®. Ce
changement de comportement, seulement pour certains a un endroit et & un temps donnés,
peut amener a I'hypothése séduisante que les neuroblastes GABAergiques posséedent des
protéines d’adhérence cellulaire, de maniére hétérogéne, interagissant avec d’autres situées
sur la glie radiaire, spécifiques d’'une région corticale, guidant les neuroblastes
GABAergigues dans une région donnée. Certains ont avancé I'hypothése selon laquelle si
des populations d’interneurones sont spécifiques de certaines corticales, alors le passage de

la migration tangentielle & la migration radiaire devrait étre impliqué dans cette spécificité®'°.

Nous avons vu une étude montrant que les axones thalamo-corticaux ne seraient pas
impliqués dans la migration tangentielle. La méme étude a montré qu’en I'absence de ces
axones (mutants homozygotes pour Gbx2), la distribution laminaire (a travers les couches
néocorticale ou lamination) est anormale, avec une diminution du nombre d’interneurones
dans les couches supérieures, et une augmentation dans les couches inférieures. Ce
résultat indique une implication des axones thalamo-corticaux dans la migration radiaire. De
plus, la transition de la migration tangentielle vers la migration radiaire semble étre altérée.
Le nombre de neuroblastes GABAergiques dont le processus conducteur est orienté de
maniére oblique par rapport au flux de migration tangentielle est plus faible en I'absence
d'axones thalamo-corticaux et ces neuroblastes présentent une augmentation du nombre de
branchements. Ce défaut est associé a des anomalies de transition entre les deux types de
migration®’°. Nous verrons que le co-transporteur de potassium et de chlore slc12a5 (kcc2)
est exprimé apres la naissance (Partie IlIB). |l exporte les ions chlorure a I'extérieur des

cellules, ce qui rend le GABA hyperpolarisant et les neuroblastes moins excitables. Les
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auteurs de cette études proposent que les axones thalamo-corticaux, en sécrétant du
glutamate, inhibent I'expression de slc12a5 dans les neuroblastes GABAergiques et
préviennent ainsi leur entrée en migration radiaire et la terminaison trop précoce de cette

étape de migration®®.

Il existe des populations transitoires embryonnaires de neurones glutamatergiques : la
grande majorité des cellules Cajal-Retzius (sécrétant la reeline), les neurones du sous-
plateau participant au développement et a 'adressage des axones thalamo-corticaux, ainsi
gue les neurones transitoires de la plague corticale. Ces populations naissent dans le
pallium et a la frontiére entre le pallium et le subpallium. Elles migrent tangentiellement au
sein du cortex, migration contr6lée de maniere similaire a celle des neuroblastes
GABAergiques, ce qui a pu entrainer dans un premier temps une confusion avec celle de
ces derniers. Elles jouent un rdle important dans la régionalisation corticale ainsi que dans

les connections thalamo-corticales®’

. Il n’'est donc pas impossible qu’elles jouent un réle
indirect dans le développement des interneurones. Il a par exemple été montré que les
cellules Cajal-Retzius interviennent dans linvasion de la plaque corticale par les
neuroblastes GABAergiques : des défauts dans le développement des cellules Cajal-Retzius

BN

entrainent en effet des défauts de distribution des interneurones a travers les couches

néocorticales®*’318:319,

Au moment de leur entrée en migration radiaire, les neuroblastes GABAergiques
perdent leur réponse a cxcll2. Les neuroblastes GABAergiques entrent plus précocément
dans la plaque corticale dans des embryons mutants homozygotes pour Cxcr4, indiquant
que les neuroblastes GABAergiques cessent probablement d’exprimer cxcr4 et/ou ackr3
chez les embryons sauvage lorsqu'ils entrent en migration radiaire® %3324,

La connexine GJa1 (cx43), protéine formant des jonctions communicantes (en

anglais, gap junctions), est nécessaire pour une interaction entre les neuroblastes

GABAergiques et la glie radiaire, son absence entrainant un retard dans le changement de
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type de migration®?®. En ce qui concerne les neuroblastes glutamatergiques, il a été montré
que ce sont les propriétés d’adhérence de GJa1 et non ses fonctions de hémi-canal qui sont
nécessaires a leur migration radiaire. GFa1 est exprimée le long du processus conducteur
des neuroblastes glutamatergiques et interagit de maniére homotypique avec la glie radiaire

en des points d’adhérence’™%*

. On peut imaginer que certaines protéines d’adhérence
impliquées dans la migration tangentielle, comme ntn1 ou lintégrine a3p1, soient inhibées
pour I'entrée dans la migration radiaire®®.

En outre, I'entrée en migration radiaire semble étre contrélée par Sox6 car son

absence entraine une accumulation des neuroblastes GABAergiques dans la zone

marginale.

Une étude récente a permis d’identifier les régulateurs principaux contrdlant I'entrée
des neuroblastes GABAergiques dans la plaque corticale. Cette étude a considéré comme
hypothése que les neurones pyramidaux (en l'occurrence du cortex somatosensoriel)
devraient surexprimer ces régulateurs au début de la migration radiaire et qu'’ils devraient ne
plus exprimer ces génes a P4. Les auteurs ont ainsi identifié 42 génes davantage exprimés
par les neurones pyramidaux a E17,5 qu’a P4, en isolant les neurones pyramidaux par tri de
cellules fluorescentes. lls ont ensuite réalisé des hybridations in situ afin d’observer les
profils d’expression de ces génes. L'un des genes fortement exprimé dans la plaque
corticale est celui codant pour la neuréguline-3 (nrg3), qui se lie a erbb4. Les auteurs ont
observé que Nrg3 est exprimé dans les neuroblastes glutamatergiques des leur entrée dans
la plaque corticale, puis que son expression est maintenue dans toutes les couches
néocorticales aux stades matures. Des co-cultures in vitro indiquent que nrg3 n’est pas un
chémoattractant a longue distance, contrairement a IG-nrgl. Nrg3 est un chémoattractant a
courte distance, comme I'est CRD-nrg1. Nous avons vu que les neuroblastes GABAergiques
sont attirés par cxcl12 le long des voies de migration tangentielle. Dans cette étude, les
neuroblastes GABAergiques sont attirés par cxcll2 et nrg3 mais avec une plus grande

affinité pour cxcll2, ce qui explique pourquoi ils restent dans les flux de migration
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tangentielle & des stades précoces. En revanche, la surexpression de Nrg3 suite a une
électroporation accélére I'entrée des neuroblastes GABAergiques dans la plaque corticale. Il
est donc probable que lorsque les neuroblastes GABAergiques perdent leur réponse a
cxcl12 (perte d’expression de cxcr4 et ackr3), ils sont ensuite attirés vers la plaque corticale
riche en nrg3. En I'absence de nrg3, le nombre d’interneurones est normal aux stades
matures mais leur lamination ne l'est pas. Il y a en effet plus d’interneurones dans les
couches supérieures. Des résultats similaires sont obtenus en I'absence d’expression
d’Erbb4. Les interneurones nés a E12,5 sont davantage localisés dans la couche V que dans
la couche VI et les interneurones nés a E15,5 sont davantage localisés dans les couche II/1ll
gue dans la couche IV. Ces observations suggérent que nrg3 est détecté par erbb4 et
exprimé par les neuroblastes GABAergiques lorsqu'ils sont en transition entre la migration
tangentielle et radiaire (Figure 12). Les autres génes dont I'expression est fortement
modifiée dans les neurones pyramidaux entre E17,5 et P4 sont ceux codant, par exemple,
pour des récepteurs aux éphrines (epha6, ephal0, ephb2, ephb3), des éphrines (efna5), des
plexines (plxndc2, pixna1, plxnd1), des protocadhérines & (pcdh8, pcdh9, pcdhllx,
pcdh20), et des sémaphorines (sema7a). Leur r6le dans la migration radiaire reste encore a

étre précisé®*.
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Figure 12 Migration radiaire des neuroblastes GABAergiques. A, Les neuroblastes des deux flux de migration
tangentielle envahissent la plaque corticale vers E18,5 en changeant d’orientation de migration. B, Mécanisme
proposé de transition entre les deux types de migration faisant intervenir nrg3 : les neuroblastes détectent cxcl12
le long du flux de migration tangentielle via cxcr4 et ackr3. Suite a la perte de ces récepteurs, ils entrent dans la

plaque corticale en détectant nrg3 via erbb4. B adapté de Bartolini et al., 2017%%,



B. Fin de la migration et intégration des interneurones immatures dans des

réseaux neuronaux

A la fin de la premiére semaine postnatale, les neuroblastes GABAergiques ont quitté
définitivement les couches autres que la plaque corticale, couches qui elles-mémes se
résorbent, pour occuper leur position finale dans les six couches néocorticales. A P5, ils
occupent leur couche finale*. Les interneurones nés a E12,5 occupent déja tous la plaque
corticale vers PO-P1'*!. Nous avons vu qu’a la fin de cette premiére semaine postnatale, ils

ne sont plus motiles.

Des greffes hétérochroniques et isochroniques d’interneurones révélent une motilité
similaire des neuroblastes GABAergiques en migration a un temps donné aprés la greffe.
Cela suggére l'existence d'une « horloge interne » des neuroblastes GABAergiques qui

55,58,235,256,323 Il a été

deviendraient sensibles aux signaux d’entrée en migration radiaire
proposé que slcl2a5, peu exprimé pendant la migration tangentielle, est fortement exprimé
par les neuroblastes GABAergiques une semaine apres leur entrée dans le cortex et au
moins une semaine avant les neurones pyramidaux**'. Slc12a5 induit la sortie en dehors des
cellules des ions chlorures. Il s'ensuit une modification du potentiel électrochimique des ions
chlorures entrainant une inversion de l'effet du GABA. Le GABA n’est plus excitateur
(dépolarisant) mais devient inhibiteur (hyperpolarisant)®***. Or, une hyperpolarisation (ce qui
est le cas lors de 'administration de GABA en présence de slc12a5) diminue la motilité des
neuroblastes GABAergiques. Il est donc possible que le GABA stoppe la migration des
neuroblastes GABAergiques en induisant leur hyperpolarisation gréace a I'expression de
slc12ab.

Nous avons vu que les interneurones nés aux stades précoces occupent les couches
néocorticales profondes alors que ceux nés aux stades plus tardifs occupent les couches

néocorticales superficielles. 1l semblerait que cette répartition soit liée a celle des neurones

pyramidaux. En effet, chez les mutants reeler, qui ne synthétisent pas la reeline, la
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distribution des neurones pyramidaux est incorrecte tout comme celle des interneurones. I
n’est donc pas impossible que les neurones pyramidaux produisent des facteurs attractants

permettant aux interneurones de bien se positionner®3316:318:323

. Ces facteurs pourraient
dépendre de I'activité neuronale locale, c’est-a-dire de la libération du glutamate et du GABA
dés la mise en place des premiers réseaux neuronaux®***#. Le glutamate et le GABA dans
I'environnement local réguleraient I'expression de slc12a5 et ainsi la fin de la migration®3%°.
Dans ce dernier cas, les interneurones ne se distingueraient pas par des protéines
d’adhérence, mais seulement par leur date de naissance qui les rendrait réceptifs a ces

facteurs a un moment donné.

La maturation des interneurones se pousuit par une augmentation de I'expression de
deux décarboxylases de l'acide glutamique (GAD) qui permettent la synthese du GABA :
GAD1 (GADG67) qui est surtout exprimée dans le corps cellulaire, et GAD2 (GAD65) qui est
surtout exprimée au niveau des connexions synaptiques. L’expression de ces deux enzymes
augmente jusqu’a la puberté (soit environ un mois aprés la naissance), suggérant une
maturation des interneurones jusqu'au moins ce stade. En paralléle, l'expression des
transporteurs du GABA (GAT) slc6al (GAT1) et slc6al3 (GAT3) augmente, permettant
I'entrée du GABA dans les vésicules synaptiques®® (Figure 13).

Qu’en est-il des synapses GABAergiques, signe de lintégration des interneurones
immatures dans le réseau neuronal néocortical ? Les premiéres connexions synaptigues
sont visibles dés E16,5 et les premieres réponses synaptiques vers E18,5. A ce stade,
environ 65% des interneurones immatures induisent des courants postsynaptiques
inhibiteurs. La fréquence des réponses postsynaptiques GABAergiques spontanées
augmente pendant le premier mois postnatal, reflétant 'augmentation de I'expression des
GAD et des GAT. Dans le méme temps, les interneurones immatures complétent leur
maturation en développant leurs neurites (dendrites, axones) ainsi que leurs propriétés
électrophysiologiques®®. Par ailleurs, il a été montré que les interneurones forment des

synapses électriques entre eux, ce qui permet la synchronisation de leur activité3?’3%,
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La maturation de linhibition corticale dépend non seulement de la maturation des
interneurones mais aussi de la réponse des neurones glutamatergiques au GABA. Par
exemple, a la naissance, ces derniers expriment peu slcl2a5 par rapport a slcl2a2:ily a
une accumulation d'ions chlorures au sein des cellules, ce qui rend le GABA excitateur.
L’expression de slc12a5 augmente a la fin de la premiére semaine postnatale, rendant le
GABA inhibiteur. Pendant le premier mois postnatal, les rapports d’expression des sous-
unités des récepteurs GABA, et GABAg changent, de méme que les rapports d’expression
des sous-unités des récepteurs au glutamate changent dans les interneurones immatures®.

Réciproguement, la maturation des interneurones dépend des synapses que font les
neurones glutamatergigues avec eux. Au cours de la premiére semaine postnatale (a partir
d’environ P5), les interneurones de la couche IV du cortex auditif commencent a recevoir des
synapses glutamatergiques avec des neurones glutamatergiques locaux. Des neurones
glutamatergiques des autres couches néocorticales commencent a faire des synapses avec

les interneurones au cours de la seconde semaine postnatale®°.

J’aborderai le réle fonctionnel des interneurones en prenant I'exemple du cortex auditif

dans la discussion (Discussion Partie 1IB).

C. Programme apoptotique et maturation des neuroblastes GABAergiques en

interneurones

Il est connu qu’au cours du développement un nombre excédentaire de neurones est
produit et qu'une période d’apoptose permet d’éliminer ces neurones excédentaires®*!. Une
étude s’est intéressée a I'expression de la forme activée de la caspase-3 (casp3), opérant
une des voies apoptotiques, dans les interneurones immatures (exprimant la protéine
fluorescente verte GFP). Le résultat était le suivant. Le nombre d’interneurones immatures

exprimant casp3 augmente au cours de la premiere semaine postnatale atteignant un
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nombre maximum a P7, puis décline pour devenir nul autour de P15. La plupart d’entre eux
(75%) sont détectés entre P7 et P11 (Figure 13). La proportion d’interneurones immatures
qui entrent en apoptose est d’environ 40%. Les mémes auteurs se sont demandé si I'entrée
en apoptose dépendait d’'un programme intrinséque aux interneurones. lls sont partis du
principe que les interneurones entrent en apoptose entre P11 et P18 in vivo. lls ont placé
des neuroblastes issus de MGE a E13,5 sur des tranches corticales issues d’animaux a PO-
P2. Si I'entrée en apoptose était dépendante de facteurs de l'environnement local, une
entrée en apoptose aurait débuté aprés 7 a 11 jours de culture. Or 66% d’entre eux sont
entrés en apoptose aprés 11 a 15 jours de cultures in vitro, soit avec la méme temporalité
gu’in vivo. Des résultats qui vont dans le méme sens sont obtenus si la transplantation a lieu
a P3 et les auteurs ont pu montrer que I'expression par les interneurones immatures du
récepteur au BDNF, trkb, n’est pas nécessaire a leur entrée en apoptose. Ces résultats sont
donc en faveur de I'existence d’'un programme intrinséque aux interneurones conduisant a
I’élimination de 40% d’entre eux. En revanche, la nature des interneurones éliminés et les
mécanismes conduisant & leur entrée en apoptose restent & étre élucidés®?. Une hypothése
séduisante serait que comme les interneurones immatures sont en pleine synaptogenese
pendant les premiéres semaines postnatales, les interneurones éliminés seraient ceux qui
ne parviennent pas a former de connexions synaptiques®®. On pourrait imaginer deux
raisons a leur absence d’intégration : soit une compétition entre les interneurones immatures
(considérés comme équivalents) et un nombre limite de connexions synaptiques possibles,
soit seuls certains interneurones immatures possédent les protéines d’adhérence

nécessaires a leur intégration dans certaines aires corticales.
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Figure 13 Développement postnatal des interneurones. A, Expression de marqueurs d’interneurones apres la
naissance. B, Maturation fonctionnelle (électrophysiologique, marqueurs moléculaires parvalbumine et
somatostatine) des interneurones aprés la naissance. Entre P5 et P15 (surtout entre P7 et P11), 40% des
interneurones immatures entrent en apoptose. Abréviations : courants post-synaptiques inhibiteurs (IPSCs) et
excitateurs (EPSCSJ. Adapté de Le Magueresse & Monyer, 2013%, cf. Southwell et al., 2012%*2 et Ouellet & de

Villers-Sidani, 2014%°.
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En conclusion, les neuroblastes GABAergiques entrent en migration radiaire aux
alentours de E15,5 (ceux du flux profond en premier) puis se distribuent dans les
couches néocorticales (lamination). lls entrent en migration radiaire en interagissant
avec la glie radiaire, les axones thalamo-corticaux ainsi que les neuroblastes
glutamatergiques. Les molécules impliquées dans ce changement de type de
migration sont encore mal connues. Les neuroblastes GABAergiques perdent ensuite
leur motilité au cours de la premiére semaine postnatale, notamment en exprimant
slc12a5 (qui rend les cellules moins excitables), et commencent leur synaptogeneése.
Au cours des deux premiéres semaines postnatales, 40% des interneurones
immatures entrent en apoptose. Il faudra attendre P40 pour qu’ils deviennent
pleinement matures, intégrés de maniére fonctionnelle a un réseau neuronal et
exprimant toutes les molécules qui permettent leur fonction. Leur maturation est

dépendante de I'’environnement et est cruciale a la physiologie de I'aire corticale a

laguelle ils appartiennent.
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IV. Développement des interneurones chez les primates

Chez le macaque (Macaca fascicularis), la gestation est d’environ 160 jours (23
semaines) et la corticogenése a lieu entre E40 et E100 (soit entre GW5 et GW14). Chez
I'humain, la gestation est d’environ 266 jours (38 semaines) et la corticogenése a lieu entre
GWS5 et GW30%. En ce qui concerne I'anatomie corticale, le sous-plateau est beaucoup plus
développé chez les primates et une nouvelle couche proliférative apparait dans la zone
superficielle de la zone ventriculaire corticale : la zone sous-ventriculaire externe
corticale. Cette couche est également présente chez le furet, elle est donc probablement
commune aux primates et aux carnivores®****, La prolifération cellulaire y est importante
entre GW7 et GW13 chez le macaque (en extrapolant, entre GW14 et GW29 chez
I'humain)®*%%“  Cette zone, qui contient aussi des cellules de la glie radiaire, est celle qui
contribue le plus a la corticogenése, notamment a la production des neurones
glutamatergiques des couches superficielles. La zone ventriculaire cesse en effet rapidement

son activité proliférative®**** (Figure 14).
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Figure 14 Développement cortical embryonnaire chez la souris et le macaque. Dessins représentants des
coupes transversales de cortex embryonnaire (aire putative 17, dans le cortex visuel, chez le singe) et
I'équivalent chez la souris, a des stades analogues, a la méme échelle. Abréviations : plaque corticale (CP, pour
cortical plate), pré-plateau (IP ou PP), zone fibreuse externe (OFL), zone sous-ventriculaire interne (ISVZ), zone
ventriculaire (VZ), sous-é)lateau (SP), zone sous-ventriculaire externe (OSVZ), couche fibreuse interne (IFL). Issu

de Molnéar et al., 2006% , adapté de Smart et al., 2002%%,
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Le cortex des primates comporte une proportion plus élevée d’interneurones par
rapport a celui des rongeurs : 25% chez le macaque contre 15% chez les rongeurs. Cette
proportion peut monter jusqu’a 34-44% dans certaines couches superficielles chez
I’humain®2%373%3 || contient en plus d’autres types d’interneurones qui ne sont pas présents
chez les rongeurs, comme les interneurones en double panier et des interneurones en

couche 1P,

Ces types dinterneurones pourraient avoir pour origine un groupe de
progéniteurs qui n'exite pas chez les rongeurs et qui est présent au sein du cortex des
primates dans la zone sous-ventriculaire externe corticale (ces progéniteurs ne seraient pas
présents chez le furet). Le meilleur argument en faveur de I'existence de ces progéniteurs
GABAergiques corticaux est I'expression d’Ascll dans des progéniteurs de cette couche, qui
par ailleurs expriment DIx1 et DIx2 ainsi que du GABA, alors qu’Ascll est chez les rongeurs
un marqueur des progéniteurs du subpallium®®. Il a aussi été montré chez I'humain a partir
de tranches de cortex, que les progéniteurs apicaux corticaux donnent a la fois des lignages

glutamatergiques et des lignages GABAergiques (ils expriment Ascll). De plus, une étude

transcriptomique a détecté I'expression de marqueurs de progéniteurs d’interneurones dans

25,333,346 337,344,345,347,348

cette zone Cette zone pourrait produire 60% des interneurones
Cependant, une autre étude apporte des résultats contradictoires : aucune détection de
cellules prolifératives exprimant nkx2.1 dans le cortex (a GW11 chez le singe et a GW18-
GW24 chez 'humain) et aucune détection in vitro de neuroblastes GABAergiques dans des
tranches corticale de macaque a E55 (GWS8) cultivées pendant 6 jours®*. Notons que le
contréle du cycle cellulaire est différent chez les primates : par exemple, la cycline-D2 est
surtout exprimée dans la zone ventriculaire (au lieu de la cycline-D1 chez les rongeurs) et la
zone sous-ventriculaire'***?°,

Les éminences ganglionnaires des primates présentent des motifs d’expression pour
gsx2, ascll, nkx2.1, sox6 et nr2f2 (ou coup-tf2, facteur de transcription spécifique de la

CGE) semblables a ceux des rongeurs'’>3*

(Figure 15). En ce qui concerne les
contributions relatives de la MGE et de la CGE, les données sont contradictoires. Ces études
ont mesuré les proportions relatives d’interneurones a parvalbumine et a calbindine-2. Chez
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les rongeurs, les premiers sont surtout issus de la MGE et les seconds de la CGE. Une
étude indique que le nombre d’interneurones a calbindine-2 serait relativement plus
important chez les primates (8% des neurones) que chez les rongeurs (4% des neurones),
suggérant une participation moindre de la MGE a la population totale d’interneurones®**>*°,
Cependant, si on rapporte ces proportions au nombre d’interneurones qui est plus important
chez ’humain, les proportions ne sont pas si différentes : 32% chez 'humain et 27% chez le
rat. Une autre étude rapporte une grande variabilité entre les régions corticales : d’un rapport
de 1 interneurone a parvalbumine pour 0,75 a calbindine-2 chez les rongeurs, ce rapport
passe chez 'humain a 1 pour 1 (1 pour 0,9 chez le singe) dans le lobe frontal, a 1 pour 0,37
(1 pour 0,32 chez le singe) dans le lobe occipital et a 1 pour 0,45 (1 pour 1,4 chez le singe)
dans le lobe temporal, ol est situé¢ le cortex auditif**. Cependant, les interneurones a
parvalbumine et a calbindine-2 étant générés aussi a priori dans le cortex, ces résultats ne
permettent pas de conclure quant a la participation relative des deux éminences
ganglionnaires. En revanche, il apparait que la moitié des interneurones (en tout cas des
neurones qui expriment dix2) expriment nr2f2 (non exprimé dans les progéniteurs de la zone
sous-ventriculaire externe corticale), soit davantage que chez les rongeurs, chez qui cette
proportion représente plutét un tiers. Ainsi, les proportions relatives des interneurones a
parvalbumine et a calbindine-2 varient en fonction des aires corticales et la CGE
contribuerait davantage que la MGE chez les primates a la production des interneurones

(50% au lieu de 30% chez les rongeurs)*’.
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Figure 15 Profils d’expression des facteurs de transcription des éminences ganglionnaires chez I'embryon humain a 15
semaines de gestation. Différents plans de quatre sections coronales selon I'axe antéro-postérieur représentant les profils d’expression
conservés chez le macaque de nkx2.1 et sox6 (facteurs de transcriptions de la MGE chez la souris, en bleu), de facteurs de transcription
de la LGE (en rouge et vert) et de nr2f2 (facteur de transcription de la CGE chez la souris, en jaune). Abréviations : néocortex (Nc), sous-
plateau (SP), striatum (St), thalamus (Th). Issu de Molnar & Butt, 2013,

En ce qui concerne la temporalit¢ du développement des interneurones, ceux
provenant des éminences ganglionnaires sont générés en début de gestation (entre E47 et
E80 - GW7-GW11 - chez le singe et entre GW8 et GW14 chez I'humain). En effet, des
neuroblastes GABAergiques en migration tangentielle entre les éminences ganglionnaires et
le cortex et au sein du cortex (dans toutes les zones excepté la zone ventriculaire) sont
observables entre GW10 et GW24 chez I'humain*>**°. Ceux nés dans la zone sous-
ventriculaire externe corticale seraient générés en fin de gestation. Aucun progéniteur
d’interneurone n’est observé dans la zone sous-ventriculaire externe corticale a E55 (GW8)
chez le singe et a GW15-GW24 chez 'humain. En fonction des études, des progéniteurs
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d’interneurones sont observés a E64-E75 (GW9-GW11) chez le singe et a GW20 chez
I’humain'’3337:344345.3473%0 1| o5 débats sur la contribution des différents lieux de génération
d’interneurones et sur la proportion de chaque type est probablement dépendante des

stades d’étude et des régions corticales étudiées.

J'ai évoqué chez les rongeurs I'existence de la voie de migration rostrale, de la LGE
chez 'embryon et des ventricules latéraux aprés la naissance, vers les bulbes olfactifs. Chez
I'humain, aprés la naissance, une partie des neuroblastes de la voie de migration rostrale
migrent le long d’'une autre voie de migration, la voie de migration médiale, pour aller
peupler le cortex préfrontal médial, qui comprend les cortex cingulaire antérieur,
infralimbique et prélimbique (impliqués dans les fonctions autonomes, la régulation des
émotions, le conditionnement, la prise de décision). Ces neuroblastes sont GABAergiques.
lls sont observés trois mois aprés la naissance mais ce n’est plus le cas dans des cerveaux

d’enfants aprés 6 ans®*.

En conclusion, les éminences ganglionnaires chez les primates s’organisent, en
termes de profils d’expression de leurs facteurs de transcription, de maniére analogue
a celle des rongeurs, avec comme différence une contribution de la CGE
probablement plus importante. S’ajoute chez les primates la genése d’interneurones
dans le néocortex, qui pourrait contribuer davantage que les éminences
ganglionnaires. Cette nouvelle source d’interneurones serait a I’existence d’une plus
grande proportion d’interneurones ainsi que de nouveaux types d’interneurones. En
ce qui concerne la proportion d’interneurones a parvalbumine et a calbindine-2, il
semble qu’elle varie en fonction des régions cérébrales (elle serait semblable dans le
cortex auditif des rongeurs et de I’lhumain). J’aborderai les pathologies neurologiques
associées aux interneurones ainsi que de potentiels thérapies consistant en des

transplantations d’interneurones dans la discussion (Discussion Partie IIC).
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V. Protéines d’adhérence et développement des interneurones

Nous avons déja rencontré plusieurs protéines d’adhérence cellulaire au cours de
lintroduction (Parties 1IB-D et IlIA) : notamment, une cadhérine de type | (cdh2), des

cadhérines de type Il (cdh8, cdhl10), cdhl3, une cadhérine de type flamingo appartenant

aussi a la famille des aGPCRs (CELSR3 ou adgrc3), des protocadhérines & (pcdh8, pcdh9,

pcdhl11x, pcdh20), des protéines appartenant a la famille des immunoglobulines (NCAM1), la

connexine GJa1, la contactine cntn2. J'ai déja discuté leur potentiel role et leur régulation a
I'échelle cellulaire (Partie IID).
Dans les études de transcriptomique dans la MGE (cellules uniques ou tissu entier)

citées dans les parties précédentes®®130137

, un faible nombre de protéines d’adhérence a
été détecté et en faible quantité (je me suis intéressé aux cadhérines, protéines apparentées
aux cadhérines, protocadhérines et aGPCRs). Ces résultats sont donc a prendre a titre
indicatif (par exemple, une protéine peut étre présente et jouer un rdle majeur mais étre
traduite a partir de peu d’ARNm qui sera d’autant plus difficile a détecter). Les protéines
détectées sont des aGPCR (adgrvl, CELSR1 a CELSR3 dont CELSR1 ou adgrcl a
adgrc3 dont adgrcl), des cadhérines de type | (cdhl a cdh4 dont cdh2, cdhl5), des

cadhérines de type Il (cdh5 a cdhl2, cdhl8 a cdh20 dont cdh18, cdh22, cdh24), cdhl3,

cdh26, des cadhérines a sept domaines transmembranaires (cdh16, cdhl7), des protéines

apparentées aux cadhérines (cdhrl5 ou pcdhl5, cdhr23 ou cdh23, FAT1 a FAT3 ou cdhr8

a cdhrl10), des protocadhérines non regroupées (en anglais, clustered) ou de type & (pcdh1,

pcdh7 & pcdh12, pcdhl7 & pcdh20) et les protocadhérines regroupées (de type a, B8 et y).
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La plupart de ces protéines ont été associées a des troubles neurologiques comme la
schizophrénie, 'autisme, I'épilepsie et des troubles bipolaires (elles sont soulignées
dans les deux paragraphes précédents, cf. Discussion Partie [1C)***%%!, Je me concentrerai
sur les familles de protéines dont le role a été montré dans le développement des
interneurones (ou que j'ai étudiées pendant ma thése) : les cadhérines de type I, cdh13, les

protéines apparentées aux cadhérines et les aGPCRs.

A. Roles des cadhérines dans le développement du systeme nerveux central,

et en particulier celui des interneurones

Il existe 18 cadhérines classiques caractérisées par un domaine transmembranaire, 5
répétitions du domaine extracellulaire de type cadhérine (EC) dont la topologie ressemble
a celle des domaines immunoglobuline, et des domaines intracellulaires interagissant avec
les caténines ctnnd1 (p120) et ctnnbl, qui opérent la signalisation intracellulaire dépendante
des cadhérines et qui peuvent interagir avec le cytosquelette d’actine. En fonction de la
séquence du domaine EC, les cadhérines se regroupent en cadhérines de type | (5
cadhérines : cdhl ou E-cadhérine, cdh2 ou N-cadhérine, cdh3 ou P-cadhérine, cdh4 ou R-
cadhérine et cdhl15 ou M-cadhérine) ou de type Il (13 cadhérines : cdh5 a cdhl12, cdhl8 a
cdh20, cdh22, cdh24). De plus, les cadhérines de type | présentent un tryptophane en
position 2, les cadhérines de types Il deux tryptophanes en position 2 et 4, ce qui permet la
formation d'une poche hydrophobe. Les cadhérines classiques sont spécifiques aux
vertébrés, certaines d’entre elles étant présentes chez tous les vertébrés (4 cadhérines de
type | et 9 cadhérines de type ).

Les cadhérines ont des propriétés d’adhérence cellulaire dépendantes du
calcium, dans des configurations en cis ou en trans. Entre deux domaines EC voisins,
trois domaines de fixation des ions calciques permettent de rigidifier les connexions entre

ces domaines, ce qui entraine une courbure de la partie extracellulaire des cadhérines. La
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rigidité de la partie extracellulaire des cadhérines permet des interactions avec d’autres
cadhérines ancrées a une membrane opposée (interaction en trans), en alignant en paralléle
les premiers et deuxiemes domaines EC des cadhérines qui interagissent (domaines EC1 et
EC2). Deux cadhérines classiques qui interagissent s’échangent un brin B: chaque
cadhérine a deux conformations possibles, avec soit ce brin B dans la poche hydrophobe de
sa cadhérine soit dans la poche du premier domaine EC de la cadhérine d’interaction. Les
cadhérines de type | se lient de maniére homophilique et forment un homodimeére, avec une
affinité pour la dimérisation variable ; des hétérodiméres sont possibles, avec une affinité
intermédiaire, par exemple entre cdhl et cdh2. Les cadhérines de type Il peuvent aussi
former des homodiméres et des hétérodimeéres®?3%®, D’autres formes d’interactions existent :
des diméres en X ainsi qu’en cis, notamment aux jonctions d’adhérence (a ce moment-la
entre la base du domaine EC1 d’'une cadhérine et 'apex du domaine EC2 de l'autre)**®. Par
ailleurs, les cadhérines classiques peuvent interagir avec d'autres types de protéines

d’adhérence, comme cdh2 avec pcdh19%.

Au cours du développement du systeme nerveux central des vertébrés, les cadhérines
participent a de nombreuses fonctions. Elles participent a la neurogenése (les cadhérines
comme cdh2, par exemple, régulent la prolifération, la préservation d’'une identité de
progéniteur notamment en formant des jonctions d’adhérence de 10-30 nm au sein du
neuroépithélium), la différenciation des neuroblastes et leur migration, la polarité
neuronale (au sens large, de l'organisation asymeétrique du neurone avec un compartiment
axonal et un compartiment dendritique, la localisation asymétrique d’organelles), la
formation d’axones (le regroupement de cdhl et cdh2 au sein du neurone immature permet
le bon positionnement du centrosome et le développement du futur axone), la formation de
circuits (par exemple, cdh8 et cdh9 sont exprimées dans des cellules bipolaires distinctes
dans la rétine, permettant ainsi des connexions synaptiques avec des neurones localisés
dans des couches différentes ; les motoneurones expriment quatre cadhérines différentes —

cdh6éb, cdh8, cdh13 et cdh20, et les motoneurones qui connectent un muscle particulier se
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rassemblent aprés leur migration en un groupe de neurones exprimant la méme

combinaison de cadhérines), la synaptogenése et la survie cellulaire®?%33¢,

Plus particuliéerement, en ce qui concerne la polarité cellulaire, le développement
neuronal comprend trois processus I'impliquant: au moment de la naissance des
neurones (les divisions peuvent étre symétriques ou asymétriques), de leur migration
(dans une direction donnée plutét qu’une autre ce qui induit une polarité cellulaire dans le
sens de migration) et au moment de leur différenciation (compartiment dendritique versus
compartiment axonal). Les cadhérines participent a la détection d’informations (d’adhérence)
extérieures a la cellule et a la transduction de ces informations en contrélant la polarité
cellulaire. Par exemple, les cadhérines classiques (cdh1, cdh2) participent a I'établissement
du neuroépithélium de la zone ventriculaire en intervenant dans les jonctions d’adhérence et
le positionnement du centrosome (nous avons vu que le centrosome participe a la formation
des prolongements de la glie radiaire). Cdh2 participe a la polarisation du neuroblaste et a la
croissance du neurite, notamment en contrélant le positionnement du centrosome et de
'appareil de Golgi. Je décrirai ci-dessous comment cdh2 participe a la migration tangentielle

des neuroblastes GABAergiques en les guidant de la MGE vers le néocortex®”°.

En ce qui concerne la synaptogenése, les synapses ne se formeraient pas de maniére
aléatoire. En effet, les neurones forment parfois des connexions synaptiques avec des
partenaires privilégiés. Par exemple, les interneurones a VIP contactent d’autres
interneurones plutdt que des neurones pyramidaux. Les interneurones, en fonction de leur
type et sous-type, ne forment pas leurs connexions synaptiques avec leurs neurones cibles
au niveau du méme compartiment (dendrites, corps cellulaire, segment axonal initial). Si ces
aspects sont bien connus, les regles moléculaires qui sous-tendent ces spécificités
synaptiques le sont moins. Une hypothése concernant la synaptogenése (déja décrite au
cours de cette introduction) propose que I'activité locale puisse inciter les interneurones a

s'intégrer dans un réseau. D’autre part, les protocadhérines regroupées, localisées a la
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synapse, participent trés probablement a la synaptogenese. 58 génes codants pour des
protocadhérines regroupées existent, regroupés dans le génome en trois groupes (a, B et y)
et les neurones pourraient exprimer 1 a 3 isoformes de chaque groupe, donnant un nombre
de combinaisons possibles de quelques centaines de milliers. A priori, deux neurones qui
expriment les mémes combinaisons ne peuvent pas interagir entre eux, la « reconnaissance
de soi» via une interaction homophilique entre protocadhérines entrainant plutdét une
répulsion qu’une adhérence, ce qui évite & un neurone de faire synapse avec lui-méme®"*.

Si les protocadhérines regroupées permettent d’éviter une synaptogenése avec soi-
méme, les cadhérines classiques pourraient participer a la spécificité synaptique. Elles sont
localisées aux synapses, dans les parties pré- et post-synaptiques, et leur longueur (environ
40 nm) est compatible avec I'épaisseur de la fente synaptique. Surtout, elles opérent des
jonctions d’adhérence, contrairement aux protocadhérines regroupées qui sont a priori
répulsives. Certains éléments indiquent leur intervention dans la synaptogeneése : I'inhibition
de I'action des cadhérines peut entrainer des synapses plus petites, des épines dendritiques
anormales, et une modification de la fonction synaptique. De plus, les cadhérines classiques
peuvent recruter des protéines impliquées dans la synaptogenése, comme cdh2 qui peut
recruter la neuroligine-1 et les caténines qui participent a la synaptogenése. Enfin, cdh2
participe au regroupement des vésicules synaptiques. Il semble que les cadhérines puissent
étre spécifiques de types cellulaires : cdhl est localisée aux stades matures aux synapses
inhibitrices et cdh2 aux synapses excitatrices. Si les cadhérines classiques participent bien a
la spécificité synaptique, leur expression combinatoire (une cellule exprime en général une
cadhérine de type | et plusieurs cadhérines de type Il) ne permettrait que 100 & 1000
combinaisons possibles. Ainsi, si les cadhérines classiques participent a la
synaptogenése, seules, elles ne peuvent permettre qu’une spécificité
rudimentaire®3"2,

Pour linstant, seule cdh2 a été bien étudiée dans le développement embryonnaire des
interneurones (Figure 16). Cdh2 est exprimée tres largement dans le télencéphale, y

compris dans les neuroblastes GABAergiques. Dans un premier temps, une possible
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interaction homophilique en trans a été testée in vitro. Des explants de MGE ont été cultivés
sur un substrat synthétique présentant la partie extracellulaire de cdh2. Les neuroblastes
GABAergigues migrent sur ce substrat en élaborant un processus conducteur. Cependant,
les cellules migrent plus tot sur ce substrat que sur un substrat formé de cellules corticales
(4-6 heures aprés le dépbt de I'explant au lieu de 18 heures) ou formé d’autres protéines
d’adhérence (cdh1, cdh6, cdh11, laminine) et plus rapidement (60 um/heure au lieu de 50
pm/heure). De plus, les neuroblastes ne présentent pas de zone de gonflement dans le
processus conducteur et de mouvement saltatoire du noyau. lls ont le plus souvent une
inversion de la polarité de positionnement de I'appareil de Golgi (normalement a I'avant du
noyau dans le zone de gonflement), une distance plus grande entre le noyau et le
centrosome, et ils ne présentent pas de cil primaire. Ces phénotypes sont parfois
accompagnés d’un phénotype multipolaire®”. Sur un substrat cdh2/laminine, la plupart de
ces défauts disparaissent, excepté le mouvement saltatoire du noyau. En inhibant in vitro la
fonction de cdh2 dans les neuroblastes (incorporation d’'une forme dominante négative), la
vitesse de migration des neuroblastes est réduite, on trouve davantage d’interneurones avec
une inversion de polarité (avec une mauvaise position de I'appareil de Golgi mais aussi de
myh10 normalement situé a l'arriere du noyau) et le processus conducteur est plus court. En
inactivant Cdh2 dans les progéniteurs de la MGE (embryons Nkx2.1-cre:Cdh2'*/°) en plus
de défauts d’intégrité du neuroépithélium de la MGE, les neuroblastes GABAergiques restent
dans le subpallium et n’entrent pas dans le néocortex a E14,5; certains sont dans le
néocortex a E16,5, mais peu d’entre eux atteignent la plaque corticale (Figure 16). Des
défauts de migration sont visibles lors de la culture d’explants issus de la MGE de ces
embryons (moins de cellules migrent, leur direction de migration est altérée, le processus
conducteur est raccourci et I'appareil de Golgi est a I'arriere du noyau). En inactivant Cdh2

dans les neuroblastes de la MGE (embryons Lhx6-cre:Cdh2'®/

), moins de neuroblastes
GABAergiques entrent dans le néocortex. Ces résultats montrent un réle de cdh2 dans
I'intégrité du neuroépithélium de la MGE, dans la polarité intrinséque et la motilité des

neuroblastes, et dans leur capacité a migrer dans la bonne direction. De plus, ils
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montrent que si des interactions homophiligues de cdh2 en trans promeuvent la
motilité des neuroblastes GABAergiques, elles ne sont pas suffisantes pour un

phénotype migratoire normal®™.

Une autre cadhérine participerait au développement des interneurones : cdhl3 (T-
cadhérine). Elle differe des cadhérines classiques par son ancrage a la membrane grace a
au glycosylphosphatidylinositol (GPI), son absence de tryptophane dans le premier domaine
EC et son absence de partie cytoplasmique®®®. De E13,5 & E15,5, cdh13 n’est pas exprimée
dans les neuroblastes GABAergiques mais dans la plagque corticale (soit entre les flux
superficiel et profond) et dans les axones thalamo-corticaux. Plus tard, a E18,5, cdh13 est
surtout exprimée dans le flux profond et la plaque corticale, y compris dans quelques
neuroblastes GABAergiques. En 'absence de cdh13, il y a davantage de prolifération dans
la MGE in vivo mais également davantage de neuroblastes GABAergiques qui entrent en
apoptose in vitro. Le nombre de neuroblastes GABAergiques dans le néocortex n’est pas
altéré a E15,5 mais leur nombre est diminué a E18,5, en particulier dans les régions
médiales corticales. Le nombre de neuroblastes GABAergiques est réduit dans la plaque
corticale et est plus élevé dans la zone marginale. Cette étude indique ainsi un role
complexe de cdhl3 dans le développement du télencéphale (cdhl3 est exprimée dans
plusieurs types cellulaires) mais ne montre pas de preuve génétique par délétion
conditionnelle d’'un réle direct de cdhl3 dans le développement des neuroblastes
GABAergiques®. Par ailleurs, cdh13 participe & la synaptogenése des interneurones dans

I'hippocampe®®?3™,
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En conclusion, seule cdh2 a pour I'instant été décrite dans les progéniteurs de la
MGE et dans la migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques, en intervenant
dans leur polarité cellulaire et leur motilité. Il est probable que cdh2 participe a la
synaptogenése des interneurones, étant localisée dans la plupart des synapses. En
revanche, I'étude des autres cadhérines détectées dans les études transcriptomiques
dans la MGE reste a étre effectuée et la ’hypothése d’un code d’adhérence lors de la

synaptogenése restent a étre testée.

B. Roéles des aGPCRs dans le développement du systéme nerveux central, et

en particulier celui des interneurones

Une nouvelle famille de récepteurs couplés aux protéines G a été définie récemment,
celle des aGPCRs, avec une nomenclature définie en 2015. Le génome murin en comprend
31, celui de 'humain 33 (suite a deux duplications), répartis en 9 types, ce qui en fait la
deuxieme famille de GPCRs en nombre de genes. Tous les métazoaires comportent des
aGPCRs. En tant que GPCRs, les aGPCRs ont sept domaines transmembranaires. A
I'exception de I'un d’entre eux, ils ont tous un domaine autoprotéolytigue GAIN (pour G-
protein-coupled receptor autoproteolysis-inducing domain). lls ont la caractéristique d’avoir
de longues parties extracellulaire et intracellulaires. Le domaine GAIN peut auto-cliver le
récepteur, conduisant a la libération d’une protéine libre extracellulaire. Ce clivage peut avoir
lieu dans le réticulum endoplasmique. Pour certains aGPCRs, il a été montré que la partie
extracellulaire a des fonctions d’adhérence, et ces fonctions sont prédites pour tous les
aGPCRs. Certains aGPCRs sont orphelins aujourd’hui (aucun ligand chimique ne leur est
connu) et il est possible que certains ne détectent pas de ligand chimique mais seulement
des forces mécaniques par leurs propriétés d’adhérence. Par exemple, certains d’entre eux
interagissent avec la protéine du complément CD55, le chondroitine sulfate B, le collagene

IV, la neurexine-1a, ou avec des membres de la famille des protéines transmembranaires
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riches en leucine fibronectine. Bien qu’étant des GPCRs, il n’a pas été trouvé de motifs dans
la séquence des aGPCRs qui puissent interagir avec des protéines G ; cependant, certains
ont été montrés comme pouvant interagir avec des protéines G. Certains aGPCRs

permettent une transduction indépendante des protéines G*"%*""

Au cours du développement du systeme nerveux central, les aGPCRs participent
a la migration neuronale, I'adhérence a la matrice extracellulaire, la transduction d’une
force méchanique, la dendritogenése, la synaptogenése, la fonction synaptique, le
guidage axonal et la myélinisation®.

Plus particulierement, les aGPCRs de type 1V, adgrcl a adgrc3 (CELSR1 a CELSR3)
ont été décrits dans plusieurs régions cérébrales. Ces protéines ancestrales, une étant
présente chez tous les métazoaires (seuls les vertébrés en ont trois) ont 9 domaines EC
dans leur partie N-terminal, présentent des domaines laminine-EGF (epithelial growth
factor), des domaines EGF liant le calcium et laminine-G/pentraxine. Ces différents
domaines ont rendu difficile leur classification parfois nommées cadhérines flamingo, parfois
protocadhérines®***’°. Leur domaine GAIN est prédit comme ne pouvant pas s’autocliver, ils
peuvent former des homodiméres en trans; la possibilit¢é d’'une interaction avec des
cadhérines n’'a pas été testées*’®.

Au cours du développement du systeme nerveux central, adgrcl est principalement
exprimé dans les zones prolifératives, adgrc3 dans les cellules postmitotiques, adgrc2 dans
les deux types cellulaires®®. Aprés la naissance, chez la souris, adgrc1 cesse d'étre
exprimé ; adgrc3 reste exprimé dans le cortex, le cervelet, 'hippocampe, la voie de migration
rostrale (se pose la question de la voie de migration médiale chez 'humain) et le bulbe
olfactif ; I'expression d’adgrc2 reste stable®3®!, Adgrcl participe & la formation du tube
neural en étant localisé aux jonctions d’adhérence du neuroépithélium et en permettant la
contraction du cytosquelette d’actine & I'apex des cellules de la future zone ventriculaire®® ;
adgrc2 et adgrc3 participent & la migration neuronale, par exemple celle des neurones du

|378

noyau branchio-moteur du nerf facial, la dendritogenese et la guidage axonal®®. Plus
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généralement, adgrcl est impliqué dans la polarité planaire, par exemple la polarisation des
cils motiles et des stéréocils (microvillosités non motiles composées d’actine) dans les
cellules multiciliées, par exemple dans les cellules sensorielles auditives (ou cellules
ciliées, en anglais hair cells) dans la cochlée. Adgrc2 et adgrc3 sont impliqués dans la
ciliogenese, par exemple dans celles des cellules épendymaires, les cellules multiciliées
dans la partie ventrale des ventricules cérébraux qui participent au déplacement du liquide

céphalo-rachidien®®'3%3,

Adgrc3 serait directement impliqué dans le développement des interneurones. Dans
des souris ou un alléle codant pour adgcr3 a été remplacé par une séguence codant pour
'EGFP, la majorité des cellules qui exprimait TEGFP exprimait également le GABA. Peu de
cellules EGFP n’exprimaient pas le GABA chez [l'adulte, indiquant qu’Adgrc3 est
principalement associé a des interneurones, dont les interneurones issus de la MGE (a
parvalbumine et a somatostatine) et de la CGE (a calbindine-2). Au cours du développement
embryonnaire, Adgrc3 est exprimé dans les progéniteurs et le manteau des trois éminences
ganglionnaires (a E13,5 et E14,5), et dans les flux de migration tangentielle (superficiel et
profond). Seuls les neuroblastes a calbindine-2 ont pu étre suivis (la calbindine-2 étant
exprimée pendant la vie embryonnaire contrairement a la parvalbumine et la somatostatine).
En I'absence d’adgrc3, le nombre de neuroblastes a calbindine-2 est réduit dans le flux
profond mais pas dans le flux superficiel, dans tout le néocortex. Ce défaut peut étre la
conséquence d'un défaut de prolifération ou de migration. Les auteurs n’ont pas observé de
cellules en apoptose dans les éminences ganglionnaires, suggérant un défaut de migration.
En regardant plus précisément la distribution des neuroblastes a calbindine-2, il est apparu
gu’ils s’accumulaient a la frontiére entre le pallium et le subpallium a E17,5-E18,5, mais pas
a E13,5-E15,5 (les neuroblastes issus de la CGE migrent a des stades plus tardif que ceux
issus de la MGE). Les cellules qui se sont accumulées présentent un corps cellulaire
allongé, un long processus conducteur sans direction privilégiée, et un court processus

arriere (Figure 16). En ce qui concerne certains neuroblastes GABAergiques exprimant la
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calbindine-1, qu’ils soient nés a E13,5 ou E15,5, certains sont observés dans le néocortex en
'absence d’agcr3, mais avec une distribution différente. Leur nombre est inchangé dans la
zone marginale mais plus faible dans la plague corticale et plus important dans le sous-
plateau (dans les régions corticales rostrales et caudales), indiquant un défaut de migration
radiaire. Nous avons vu que I'entrée dans le néocortex s’accompagne d’'une répulsion de
sema3a dans le subpallium, détectée par les neuroblastes GABAergiques grace a nrpl, et
d’'une attraction dans le néocortex par nrgl détecté par les neuroblastes GABAergiques
grace a erbb4. En I'absence d’adgrc3, il apparait une accumulation de I'immuno-marquage
d’erbb4 a la frontiére entre le pallium et le subpallium, ce qui est cohérent avec une
accumulation du marquage calbindine-2, sans maodification de la distribution du marquage
nrpl. De plus, des cultures in vitro d’explants issus de MGE ou de CGE ne révélent pas de
différence de surface de migration. Ainsi, les neuroblastes GABAergiques ne présentent pas
de défauts de motilité ou de migration intrinséques. Il est possible gu’ils ne puissent pas
détecter des signaux de I'environnement qui permettent d’entrer dans le néocortex. Cela ne
serait pas d0 a une absence d’expression d’erbb4 ou nrp1. Etant donné que les adgrc sont
impliqués dans la polarité planaire et la formation de cils primaires, on pourrait
imaginer une implication d’adgrc3 dans le développement du cil primaire (détectant
les signaux de I’environnement) ou du bon positionnement d’erbb4 ou nrp1 au sein
des neuroblastes GABAergiques. Notons qu’adgrc3 semble surtout critique a la
migration tangentielle des neuroblastes GABAergiques issus de la CGE et a la

migration radiaire des neuroblastes GABAergiques en général.
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C. Cdhr23 et cdhrl5: deux protéines apparentées aux cadhérines opérant la

transduction mécano-électrique dans les cellules ciliées

Les études de transcriptomique ont détecté dans la MGE I'expression de deux génes
codants pour les protéines apparentées aux cadhérines, cdhr23 (aussi connue comme
cdh23, pour cadhérine-23) et cdhrl5 (aussi connue comme pcdhl5, pour protocadhérine-
15). Les quantités d’ARNm détectées étaient faibles, environ 20 fois plus faible que celles
pour adgrc3'®. Les protéines apparentées aux cadhérines constituent une sous-famille de
cadhérines récemment définie. Cette sous-famille rassemble des protéines qui avaient été
classées comme cadhérines ou protocadhérines mais qui se distinguaient trop de ces
familles. Elles se définissent par au moins deux domaines EC consécutifs et ont la
caractéristique de ne pas avoir de résidu tryptophane dans leur partie N-terminal.
Cdhr23 et cdhrl5 posséedent respectivement 27 et 11 domaines EC et une partie
cytoplasmigue non conventionnelle (elle n’interagit pas avec ctnndl et ctnnbl mais comporte
un motif de liaison au domaine PDZ). L'isoforme longue de cdhr23 comporte 3354 acides
aminés et celle de cdhrl5, 1943 acides aminés. Elles sont connues comme pouvant interagir
en trans difféeremment des cadhérines classiques, selon une interaction en « serrage de
main ». Ces cadhérines géantes peuvent former un lien de 90 a 250 nm lorsqu’elles
interagissent entre elles***%®, Ce sont des cadhérines ancestrales. Des orthologues pour
Cdhr23 ont été trouvés chez 'anémone étoilée (Nematostella vectensis) donc Cdhr23 serait
présent a priori chez tous les eumétazoaires. En ce qui concerne Cdhrl5, un orthologue
existe chez les protostomiens mais pas chez 'anémone étoilée. Cdhr15 serait donc présente

chez tous les bilatériens®**>*® (Figure 16).

Ces deux protéines apparentées aux cadhérines sont connues comme pouvant former
des liens fibreux dans les cellules ciliées, par exemple dans les cellules ciliées auditives et
de la ligne latérale chez le poisson zébre (Danio rerio), I'orthologue pour cdhr23 dans les

villosités de 'anémone étoilée**>*®. Chez I'numain, CDHR23 (USH1D) et CDHR15 (USH1F)
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sont associés au syndrome d’Usher de type | (USH1). USH1, transmis de maniére
récessive, est caractérisé par une surdité profonde et des troubles vestibulaires a la
naissance ainsi que des troubles visuels qui se manifestent par une rétinopathie pigmentaire
avant la puberté. Ces trois défauts sont dus a I'absence des liens fibreux formés par cdhr23
et cdhrl5 dans les cellules sensorielles auditives, vestibulaires, et dans des processus
comparables a des microvillosités dans les photorécepteurs, processus appelés processus
calycéaux. Les cellules sensorielles auditives comportent a leur apex une touffe ciliaire
composée de 3 rangées de microvillosités, appelées stéréocils, organisés en une structure
en forme de V et dont la taille est décroissante vers l'intérieur. Les stéréocils sont connectés
a leur apex par des liens apicaux (en anglais, tip links), formés d’homodiméres en cis de
cdhr23 dans la partie apicale du lien et d’homodiméres en cis de cdhrl5 dans la partie
basale du lien : un lien apical relie chaque stéréocil de la petite rangée de la touffe ciliaire au
stéréocil adjacent de la rangée moyenne, et chaque stéréocil de la rangée moyenne a un
stéréocil adjacent de la grande rangée. La touffe ciliaire opére la transduction mécano-
électrique. Les ondes mécaniques intracochléaires générées par une stimulation sonore
entrainent une déflexion des stéréocils, augmentant ainsi la tension exercée sur les liens
apicaux. Ces derniers (en réalité cdhrl5, qui est a la base des liens apicaux) sont associés a
un complexe moléculaire comprenant des canaux ioniques (notamment les sous-unités tmcl
et tmc2 qui sont associées a des protéines transmembranaires LHFPL5 et tmie). Cette
tension entraine [l'ouverture des canaux de transduction mécano-électrique et la
dépolarisation des cellules sensorielles par entrée d’'ions potassiques et calciques®38*3%°
(Figure 16).

Les modéles murins d’'USH1 reproduisent les mémes phénotypes que les patients,
excepté la rétinite pigmentaire, les processus calycéaux n’étant pas présents chez la souris.
lls ont permis de comprendre le fonctionnement de la transduction mécano-électrique, la
composition des liens apicaux et des interactants de cdhr23 et cdhrl5. Cdhr23 et cdhrl5
interagissent de maniére indirecte avec le cytosquelette d’actine. De plus, cdhr23 et cdhrl5

font partie de liens transitoires latéraux entre les stéréocils et entre les stéréocils et une
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structure transitoire apparentée au cil primaire appelée kinocilium3¥*3%3%_par ailleurs, il a
été montré in vitro que cdhr23 interagit avec une protéine régulatrice du cytosquelette de
tubuline, camsap3®»". De plus, des variants de cdhrl5 pourraient étre adressés a la synapse

des cellules ciliées®?.

Plusieurs indices suggerent une implication de CDHR23 et CDHR15 dans le
développement du systéme nerveux central, en plus de leur réle dans le systéme
nerveux périphérique : leur expression déja décrite mais peu documentée (dans les zones
ventriculaires cérébrales chez I'embryon murin), 'association d’USH1 (sans connaitre les
géenes affectés ; les autres genes associés a USH1 sont les génes codant la myosine-Vlila
ou USH1B, 'lharmonine ou USH1C, USHL1E, sans ou USH1G, cib2 ou USH1J) parfois avec
certains troubles neurologiques comme la schizophrénie et 'autisme®*®*%, I'association de
CDHR23 avec la maladie d’Alzheimer®®3% et I'extraversion®®, I'association de CDHR15
avec I'autisme, la schizophrénie ou des troubles bipolaires®*"3%,

Les personnes portant des mutations pour ces génes, profondément sourdes, portent
généralement un implant cochléaire, sensé rétablir la perception auditive. Cependant,
certains de ces patients présentent des difficultés de compréhension du langage, alors que
d’autres patients sourds et implantés ne présentent pas de telles difficultés, renforcant
'hypothése d'un rdle de cdhr23 et cdhr15 dans le développement du systéme nerveux
central, et en particulier auditif*®®. Toutefois, ces données sont éparses et aujourd’hui USH1

n’est pas associé formellement a des troubles neurologiques ou des défauts intrinséques du

systeme auditif central.
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D. Adgrvl: un aGPCR impliqué dans le développement de la touffe ciliaire des

cellules ciliées

Les études transcriptomique ont détecté I'expression dans les progéniteurs de la MGE
du géne codant pour adgrvl, un aGPCR™’. Son expression est aussi détectée dans la glie
radiaire de la zone sous-ventriculaire externe corticale chez I'humain®’. Adgrvl est un
aGPCR atypique, il constitue un sous-type d’'aGPCR a lui seul (type IX). Son changement
régulier de nomenclature témoigne des difficultés a le classer. D’abord associé a une
pathologie chez la souris (massl pour monogenic seizure-susceptible), il a été nommé
VLGR1 (pour very large G-protein-coupled receptor-1) en raison de son long domaine
extracellulaire qui en fait la protéine transmembranaire la plus longue (6307 acides aminés
pour l'isoforme longue), puis GPR98 pour le rapprocher des GPCRs et enfin adgrvl lorsque
la famille des aGPCRs a été établie. Dans sa partie extracellulaire, adgrvl contient 35
domaines calx-B, un domaine liant le calcium trouvé dans les échangeurs des ions sodium
et calcium (ces domaines sont aussi présents dans des protéines interagissant avec la
matrice extracellulaire ou dans le cadre d’interactions cellule-cellule de facon similaire a
lintégrine-B4, ou MAFp3 chez les éponges), un domaine laminine-G/amino-terminal
thrombospondin-like/pentraxine qui interagit avec des récepteurs ou des protéines
extracellulaires, sept domaines epitempine (également appelés EAR pour epilepsy
associated repeat). Dans sa partie intracellulaire, adgrvl contient un motif de liaison au
domaine PDZ et peut interagir avec les protéines Ggs et Go>*%. Adgrvl est I'un des
aGPCRs les plus ancestraux : il est présent chez 'anémone étoilée et chez le coléoptére

Meloe brevicollis*®“* (Figure 16).
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Adgrvl est exprimé dans la plupart des tissus chez I'adulte et sa plus forte expression
est dans le systéme nerveux central pendant 'embryogenése a partir de E6,5, en particulier
dans les zones ventriculaires. Dans le systeme nerveux central adulte, adgrvl est exprimé
dans la gaine de myéline du colliculus inférieur (noyau auditif du mésencéphale) et dans
les noyaux mamillaires de 'hypothalamus*®?. Chez 'humain, ADGRV1 (USH2C) est associé
au syndrome d’Usher de type Il (USH2), caractérisé par une surdité modérée a sévéere a la
naissance, une absence de trouble vestibulaire et une rétinite pigmentaire se développant au
cours de la puberté. Adgrvl est un composant de liens fibreux temporaires a la base des
stéréocils (liens baso-latéraux, en anglais ankle links), qui participent a la morphogenése
de la touffe ciliaire. En I'absence d’adgrv1, les liens baso-latéraux disparaissent et la touffe
ciliaire présente une morphologie anormale mais est toujours capable d'opérer la
transduction mécano-électrique, de facon anormale cependant**3%4%4% (Figure 16).

Les modéles murins d’'USH2 reproduisent les mémes phénotypes que les patients,
excepté la rétinite pigmentaire. lls ont permis de comprendre le développement de la touffe
ciliaire et de trouver des interactants d’adgrv1. Par ailleurs, des variants d’adgrv1 pourraient

étre adressés & la synapse et interagir avec la protéine synaptiqgue SNAP25%%,

Adgrvl a d’abord été identifié chez la souris comme étant un géne de prédisposition
aux crises réflexes audiogénes chez les souris Frings, entre P21 et P42%02406:408411 | ag
crises audiogénes sont induites chez la souris par une stimulation sonore de forte intensité et
généralement de basse fréquence ; elles se manifestent par un mouvement gyratoire rapide
(dit « course folle », en anglais, wild running), suivi d’'une phase clonique puis d’'une phase
tonique. L’animal meurt souvent aprés la crise par arrét cardiaque ou respiratoire.
Cependant, si le son est arrété au début de la crise, les phases clonique, tonique et de mort
de I'animal peuvent étre évitées**?. Chez 'humain, ADGRV1 a été associé a I'épilepsie®®, a
l'aptitude musicale (créativité musicale, capacité a faire et comprendre la musique, la

413

danse)™ et USH2 a été associé a la schizophrénie et des troubles bipolaires (sans précision

des geénes affectés; les autres génes associés a USH2 sont les génes codant pour
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lusherine ou USH2A et la whirline ou USH2D)***%. ADGRV1 a donc probablement un
réle dans le développement du systéme nerveux central, et en particulier auditif, en
plus de son réle dans le systéme nerveux périphérique. Toutefois, ces données sont
éparses et aujourd’hui USH2 n’est pas associé formellement & des troubles neurologiques

ou des défauts intrinséques du systeme auditif central.
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Figure 16 Protéines d’adhérence impliquées dans le développement des interneurones. A, Schémas des structures
des protéines d’adhérence directement impliquées dans le développement des précurseurs d’interneurones. B, Image issue
de Luccardini et al., 013%™ montrant le défaut de migration des neuroblastes GABAergiques issus de la MGE (en vert) chez
des embryons murins & E14,5 ou Cdh2 a été invalidé dans les progéniteurs de la MGE, qui expriment Nkx2.1 (contrdle : A-
B, mutant homozygote conditionnel : A’-B’ ; les noyaux cellulaires sont en bleus). Les images zoomées montrent I'absence
de neuroblastes migrant dans le néocortex. C, Image issue de Ying et al., 2009%*° montrant un immuno-marquage pour la
calbindine-2 chez des embryons contréles (G, J) et mutants homozygotes pour Celsr3 (G’, J') a E17,5. Les images zoomées
montrent une accumulation chez le mutant des précurseurs de neuroblastes a calbindine-2 a la frontiére entre le pallium et
le subpallium. D, Schéma représentant 'organe de Corti (situé dans la cochlée, l'oreille interne), avec notamment les
cellules ciliées sensorielles auditives (en haut). En bas, la touffe de microvillosités (stéréocils) a 'apex de ces cellules entre
P2 et P9, avec différents liens fibreux entre les stéréocils ou entre les stéréocils et le kinocilium (analogue au cil primaire) :
les liens apicaux (opérant la transduction mécano-électrique), les liens latéraux, les liens baso-latéraux et les liens
kinociliaires. Cdhr23 et cdhrl5 forment notamment le lien apical et adgrvl est un composant des liens baso-latréraux (cf.
Michalski & Petit, 2015390). Nous verrons dans les résultats que ces trois protéines participent au développement de
précurseurs d’interneurones. Abréviation : striatum (Str), thalamus (Th).
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L’objectif de mon projet de thése était d’étudier le role de cdhr23, cdhri15 et
adgrvl dans le développement du systeme nerveux central. Nous avons vu que leur
expression dans la MGE ainsi que leur association possible avec des troubles
neurologigues soutenait cette hypothése. Des mutations a I’état homozygote pour
CDHR23 ou CDHR15 d’une part, et ADGRV1 d’autre part, conduisent, respectivement,
a une surdité profonde et modérée a sévere. Ainsi, le possible role de ces génes dans
le développement du systéme nerveux central auditif aurait été masqué par les
défauts cochléaires. L’étude de leur expression et leur association aux crises
audiogénes chez la souris, déja connue pour Adgrvl, m’a conduit vers I’étude de leur

réle dans le développement des interneurones du cortex auditif.
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Résultats

Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté*?

Jiindique que les données ne sont pas publiées.

. Lorsque des résultats ne sont pas dans larticle,
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l. Des neuroblastes GABAergiques, du manteau de la MGE au cortex auditif
présomptif, synthétisent cdhr23 et cdhrl5 durant leurs migrations

tangentielle et radiaire, chez la souris

Afin d’étudier le role possible de cdhr23 et cdhr15 dans le systéme nerveux central, et
en particulier du télencéphale, jai réalisé des immuno-marquages contre les parties
extracellulaires de ces deux protéines.

Ces deux protéines ne sont pas détectées avant E13,5. A ce stade, cdhr23 et cdhrl5
commencent a étre détectées dans le subpallium, en particulier dans le manteau de la MGE,
le globus pallidus et le striatum (Figure 17A-C). Les marquages pour cdhr23 et cdhrl5
colocalisent, en particulier dans la MGE (Figure 17E). Etant détectées dans le manteau et
non dans la zone sous-ventriculaire de la MGE, jai réalisé un co-marquage pour ces
protéines et MKI67, un marqueur de cellules prolifératives. Cdhr23 et cdhrl5 ne sont pas
localisées dans la zone exprimant MKI67, ce qui signifie que les deux protéines apparentées
aux cadhérines ne sont donc pas synthétisées par les progéniteurs mais par des cellules
post-mitotiques, c’est-a-dire les neuroblastes GABAergiques (Figure 17D). Afin de
déterminer si ces Iimmuno-marquages étaient bien associés aux neuroblastes
GABAergiques, jai réalisé ces immuno-marquages chez des embryons synthétisant la
protéine fluorescente rouge tdTomato dans les interneurones issus de la MGE dés le stade
progéniteurs (embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato). A E13,5, les deux marquages
colocalisent avec tdTomato, confirmant une expression de cdhr23 et cdhrl5 (et méme une
co-expression puisque les deux marquages colocalisent) dans les neuroblastes

GABAergiques (Figures 17A-C).
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Figure 17 Co-expression de cdhr23 et cdhrl5 dans le subpallium & E13,5 chez la souris. A, Schéma
représentant les flux de migration tangentielle au sein d’une tranche coronale télencéphalique. B-C, Tranches de
télencéphale basal d’'embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E13,5 immuno-marquées pour tdTomato, cdhr23
(B) et cdhrl5 (C), avec des vues zoomées en dessous. D, Tranche coronale de MGE a E13,5 d’'un embryon
sauvage (wild-type) immuno-marqué pour cdhr23 et MKI67, un marqueur de cellules en division. E, Vue zoomée
d’'une coupe coronale de MGE d’'un embryon sauvage a E13,5 immuno-marqué pour cdhr23 et cdhrl5. Noyaux
cellulaires marqués en bleu (DAPI). Abréviations : néocortexlgNCx); globus pallidus (GP) ; latéral (I) ; médial

(m) ; dorsal (d). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté**.

A E14,5-15,5, stades ou la migration tangentielle se manifeste par les deux flux
superficiel et profond, les deux protéines apparentées aux cadhérines sont détectées dans
les deux flux, en plus du striatum. Leurs marquages colocalisent toujours et sont associés

aux neuroblastes GABAergiques chez les embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato (Figures 18

et 19).
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Figure 18 Immuno-marquages témoins. A, Tranche coronale de cortex auditif a P7 d’animal sauvage (wild-type)
immunomarquée pour cdhr23 et cdhrl5. B, Schéma d'une tranche coronale de télencéphale a E12,5 et images
correspondantes chez des embryons sauvages immuno-marqués pour cdhr23, cdhrl5 et adgrvl. C, Schéma d’une tranche
coronale de télencéphale & E14,5 et images correspondantes chez des embryons Cdhr23”, Cdhrl5”, Adgrvl” immuno-
marqués pour cdhr23, cdhrl5 et adgrvl, respectivement. D, Tranches coronales de télencéphale a E15,5 d’embryons sauvages
immuno-marquées pour cdhr23 ou cdhrl5. Noyaux cellulaires marqués en bleu (DAPI). Abréviations : néocortex (NCx) ; latéral
() ; médial (m) ; dorsal (d). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté **2.
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Figure 19 Cdhr23 et cdhrl5 sont co-exprimées dans des neuroblastes GABAergiques pendant leur migration
tangentielle chez la souris. A-B, Tranches coronales de télencéphale d’embryon Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E15,5 immuno-
marquées pour cdhr23 (A) et cdhrl5 (B), avec des vues zoomées en dessous. C, Tranche coronale de télencéphale d’embryon
sauvage (wild-type) immuno-marquée pour cdhr23 et cdhrl5. Noyaux cellulaires marqués en bleu (DAPI). Abréviations :
néocortex (NCx) ; dorsal (d) ; médial (m). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté®*.
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Notons que les cadhérines sont détectées a E13,5 dans le manteau de la MGE, et plus
particulierement sa région ventrale, mais que ce n’est pas le cas avant E13,5, ni & E14,5-
E15,5, d'une part, et d’autre part, que les marquages ne sont observés que dans des
tranches médiales selon I'axe antéro-postérieur. Je n'ai pas détecté cdhr23 et cdhrl5 dans
les régions antérieures du télencéphale, ni dans les régions trés postérieures (ou il n’y a que
la CGE, Figure 18D). Elles sont donc détectées dans un méme plan transversal, dans le

striatum et les deux flux de migration tangentielle.

A E18,5, cdhr23 et cdhrl5 ne sont détectées que dans une aire restreinte du
néocortex, dans le futur cortex auditif. Leurs marquages colocalisent toujours avec les
neuroblastes GABAergiques chez les embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato. A ce stade,
96% des cellules qui expriment une protéine apparentée aux cadhérines expriment l'autre et
30% des neuroblastes GABAergiques du futur cortex auditif (la zone marginale étant exclue)
expriment ces protéines apparentées aux cadhérines (n = 5 embryons, Figure 20A-C).

Cdhr23 et cdhrl5 sont encore détectées dans le futur cortex auditif aprés la naissance,
jusqu'a P7 (Figure 18A). Elles sont associées aux interneurones immatures chez les
embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, notamment ceux de la couche IV. A P5, environ 70%
des interneurones immatures qui expriment une protéine apparentée aux cadhérines
expriment l'autre et environ 50% des interneurones immatures expriment cdhr23 et/ou

cdhrl5 (n = 5 embryons, Figure 20D).
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Figure 20 Cdhr23 et cdhrl5 sont co-exprimées dans les précurseurs d’interneurones issus de la MGE du
cortex auditif chez la souris. A, Tranches horizontales et coronales & travers le cortex auditif (AC) d’embryons
sauvages (wild-type) a E18,5 immuno-marqués pour cdhr23 et cdhrl5. B, Schéma représentant des voies de
migrations tangentielles et radiaire dans le cortex en développement, et tranches coronales correspondantes
dans le cortex auditif d’embryon Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E18,5 immuno-marquées pour tdTomato, cdhr23
ou cdhrl5. C, Tranche coronale de cortex auditif d’embryon sauvage a E18,5 immuno-marquée pour cdhr23 et
cdhrl5. D, Tranches coronales de cortex auditif de souris Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a P5 immuno-marquées
pour tdTomato, cdhr23 ou cdhrl5. Noyaux cellulaires marqués en bleu (DAPI). Abréviations : néocortex (NCx) ;
hippocampe (H) ; cortex orbital/insulaire/somatosensoriel/auditif (O/I/S/AC) ; postérieur (p) ; latéral (I); dorsal
(d) ; médial (m). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté**?.

En conclusion, cdhr23 et cdhrl5 sont co-exprimées dans des précurseurs
d’interneurones (j’emploierai ce terme pour désigner les progéniteurs, les
neuroblastes ou les interneurones immatures) issus de la MGE, dés leur stade
postmitotigue dans le manteau de la MGE a E13,5, jusqu’au cortex auditif en
développement. Au-dela de P7, elles ne sont plus détectées dans le télencéphale. Par
ailleurs, cdhr23 et cdhrl5 sont détectées dans les précurseurs d’interneurones du

striatum et du globus pallidus.
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II.  Cdhr23 et cdhr15 sont nécessaires a I’entrée dans le cortex embryonnaire

des neuroblastes GABAergiques qui les expriment, chez la souris

J’ai réalisé les mémes immuno-marquages chez les embryons mutants homozygotes
pour Cdhr23 ou Cdhr15 (embryons Cdhr23™ et embryons Cdhr15"). A E14,5-E15,5, cdhrl5
n‘est pas détectée dans le cortex embryonnaire d’'embryons Cdhr23” et cdhr23 ne I'est pas
dans le cortex embryonnaire d’embryons Cdhr15™. Le rapport de fluorescence du marquage
pour cdhr23 ou cdhrl5 dans le cortex embryonnaire par rapport a celui dans le subpallium
est de 1,2 (+ 0,07, n = 7) chez les embryons sauvages, de 0,07 (+ 0,04, n = 5) chez les
embryons Cdhr23™ et de 0,17 (+ 0,05, n = 5) chez les embryons Cdhr15" (p < 0,003 pour
les deux lignées). Plus particuliérement, un marquage est présent dans le striatum, comme
chez les embryons sauvages et un marquage ectopique est présent dans les LGE et MGE

(Figure 21A).

Ces résultats suggeérent que les neuroblastes synthétisant cdhrl5 ou cdhr23 ne
peuvent pas entrer dans le néocortex et qu’ils se dispersent dans le subpallium d’embryons
Ccdhr23” et Cdhr15”. Les flux de migration tangentielle dans leur ensemble étaient
conservés chez les embryons mutants homozygotes, ce que réveéle un immuno-marquage
de la doublecortine. Par ailleurs, aucune cellule en apoptose n’est détectée a ce stade dans

le subpallium (apoptose détectée par la méthode TUNEL, Figure 22).
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Figure 21 Cdhr23 et cdhrl5 sont nécessaires a la migration des neuroblastes GABAergiques qui les expriment chez
la souris. A, Tranches coronales de télencéphale d’embryons sauvages (wild-type), cdhr23” et Cdhr15” a E14,5 immuno-
marqués pour cdhr23 et/ou cdhrl5. B, Neuroblastes représentatifs issu de MGE d’embryon sauvage, cdhr23” et Cdhr15”
cultivés sur laminine/cdh2 immuno-marqués pour I'actine, cdhr23 et cdhr15 sans perméabilisation (gauche) ou immuno-
marqués pour le marqueur centrosomal y-tubuline (montré par une fleche) aprés perméabilisation. Les histogrammes
indiquent la distribution de la position angulaire du centrosome (voir schéma) chez les cellules unipolaires (avec un seul
processus) et le nombre de processus des cellules marquées pour cdhr15 ou cdhr23 issues d’explants de MGE d’embryons
cdhr23” ou Cdhr15” cultivés sur laminine/cdh2. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Abréviations :
lamellipode (gc). **, p < 0.01 ; *** p < 0.001 ; ns, non significatif (test de Kolmogorov-Smirnov pour la position du centrosome,
test de Chi2 pour la multipolarité). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté*?.

Al TUNEL + DAP! |

100 pm

E14.5 wild-type wild-type Cdhr23 ™" Cahr157"
(prétraité avec de la DNAse 1)

B | doublecortine + DAPI
NCx [ |
[iid |
aiid | Z
| & Q‘ g \
{ : LGE
\\
d ‘\A
L 200 pm
w +,
E14.5 Cdhr23*'* | Cdhr15 '+ Cdhr23 Cdhr157"

Figure 22 Préservation des flux de migration tangentielle chez les embryons des souris mutantes cdhr23” et Cdhr15™.
A, Tranches coronales de télencéphale basal d’embryons sauvage (wild-type), cdhr23” et Cdhr15™ a E14,5 marqués par la
méthode TUNEL. B, Schéma d’'une tranche coronale de télencéphale a E14,5 et les tranches correspondantes d’embryons
sauvage, cdhr23” et Cdhr15™ immuno-marquées par le marqueur de neuroblaste en migration, doublecortine. Les noyaux
cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Abréviations : néocortex (NCx) ; hippocampe (H) ; dorsal (d) ; médiale (m). Adapté de
Libé-Philippot et al., article accepté**2.
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Afin de tester 'hypothése d’'un défaut de migration, des explants de MGE a E13,5 ont
été cultivés sur différents substrats synthétiques, comprenant de la laminine seule ou un
mélange laminine/cdh2. Sur la laminine, la surface de migration autour des explants
d’embryons mutants homozygotes est réduite, par rapport a celle autour d’explants
d’embryons sauvages (2,4 fois et 2,7 fois plus faible chez les embryons Cdhr23™, n = 9, et
Cdhr15™, n = 4, respectivement, par rapport aux embryons sauvages, n = 7, p < 0,01). Sur le
mélange laminine/cdh2, la surface de migration est normale (p > 0,4 ; cf. Méthodes). Ce
substrat permet ainsi d’étudier la migration a I'’échelle cellulaire (Figure 23A-D).

Sur laminine/cdh2, 87% des cellules sauvages qui expriment une protéine apparentée
aux cadhérines expriment l'autre. Chez les cellules issues de MGE d’embryons mutants
homozygotes et chez les sauvages, cdhr23 et cdhrl5 sont exprimées au lamellipode, le long
du processus conducteur ainsi qu’autour du noyau (Figure 23E-F). Il s’agissait bien de
marquages extracellulaires puisqu’ils sont révélant sans perméabilisation des cellules
(Figure 21B). Afin de tester I'hypothése selon laquelle cdhr23 et cdhr15 interviendraient
dans le contréle de la polarité des neuroblastes, le nombre de processus par neuroblaste a
été compté et la position angulaire du centrosome a été mesurée. Les cellules issues de
MGE d’embryons Cdhr23” (n = 133 cellules) présentaient un phénotype multipolaire plus
souvent que chez les sauvages (n = 117 cellules) (p = 0,004). En ce qui concerne celles
issues de MGE d’embryons Cdhr15” (n = 118 cellules), elles présentaient un phénotype
unipolaire, comme chez les sauvages. En revanche, leur centrosome (n = 112 cellules
unipolaires) n’était pas préférentiellement positionné a I'avant du noyau comme c’est le cas
chez des sauvages (n = 105 cellules unipolaires, p < 0,001). Les cellules issues de MGE
d’embryons Cdhr23” et Cdhri15™ présentent donc des défauts de polarité cellulaire, mais de

nature différente (Figure 21B).
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Figure 23 Expression de cdhr23 et cdhr15 dans des neuroblastes issus d’ explants de MGE chez la souris.
A-B, Explants représentatifs de MGE d’embryons sauvage (wild-type), cdhr23” et Cdhr15” & E13,5 cultivés 24
heures sur laminine (A) et quantlflcatlon de la surface de migration (B). C-D, Explants représentatifs de MGE
d’embryons sauvage, cdhr23” et Cdhr15™ a E13,5 cultivés 19 heures sur laminine/cdh2 (C, avec vues zoomées
en dessous) et la quantification de la surface de migration des neuroblastes cdhr23 ou cdhrl5 relative a celle
marquee par l'actine (D) Neuroblastes représentatifs issus de cultures de MGE d’embryons sauvages (E-F),
cdhr23” (E) et cdhr15™ (F) a E13,5 cultivés sur laminine/cdh2 immuno-marqués pour cdhr23, cdhr15 et I'actine.
Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Les données sont représentées par des moyennes + I'écart-
type de la moyenne (SEM) avec les valeurs individuelles (cercles) ; **, p < 0.01 ; ns, non significatif (test bilatéral
non-parametrique de Mann-Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté
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En conclusion, cdhr23 et cdhrl15 sont co-exprimées par une sous-population de
neuroblastes GABAergiques, au niveau de leurs lamellipode et processus conducteur.
Les neuroblastes exprimant cdhr15 ou cdhr23 chez les embryons Cdhr23" et Cdhri5™,
respectivement, n’entreraient pas dans le cortex de ces embryons, sans entrer en
apoptose, ce qui est cohérent avec les défauts de polarité cellulaire observés in vitro.
Ces défauts ne concernent pas la grande majorité des neuroblastes GABAergiques

mais a priori seulement la sous-population exprimant cdhr15 et/ou cdhr23.
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lll.  Les souris mutantes pour Cdhr23 et Cdhrl5 ont moins d’interneurones a
parvalbumine dans leur cortex auditif et sont prédisposées aux crises

audiogénes

Les interneurones issus de la MGE pouvant étre a parvalbumine ou a somatostatine,
j’ai quantifié chez les souris mutantes homozygotes pour Cdhr23 ou Cdhrl5 le nombre de
ces interneurones dans le cortex auditif, ou jobservais un co-marquage pour cdhr23 et
cdhr15 a E18,5. Chez des animaux agés de trois semaines, le nombre d’interneurones a
parvalbumine est fortement réduit (d’'un facteur 2 chez les animaux Cdhr237, p = 0,008, et
4.2 fois chez les animaux Cdhr15%3¥®3 b = 0,004, par rapport aux animaux sauvages, n =
5 animaux pour chaque génotype) mais pas le nombre des interneurones a somatostatine (p
= 0,14-0,15, n = 8 animaux pour chaque génotype, excepté pour Cdhr23” ou n = 7) (Figure
24A-B, E-F). Ces diminutions du nombre d’interneurones a parvalbumine n’étaient pas
accompagnées d’'une différence d’épaisseur de la plaque corticale ou de surface du cortex

auditif (p > 0,44, n = 5 pour la surface, n = 8 pour I'épaisseur).

Etant donné que les animaux Cdhr23™ et Cdhr15*3"®% ont une surdité périphérique
profonde, nous ne pouvions pas formellement déterminer si ce défaut était di a une
conséquence de la surdité périphérique, a la conséquence de I'absence d’expression de
cdhrl5 ou cdhr23 au cours du développement du télencéphale, ou une conséquence des
deux phénomenes. Je me suis intéressé aux animaux mutants hétérozygotes pour Cdhr23
ou Cdhrl5, qui ne présentent pas de défauts d’audition périphérique (mesurés par
potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral — PEAs — ou des otoémissions
accoustiqgues — OEAs — des produits de distortion) (Figure 25). Ces animaux présentent
aussi une diminution du nombre d’interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif (1,6-
1,8 fois moins en moyenne par rapport aux animaux sauvages, n = 9, p < 0,001), mais pas

de celui des interneurones a somatostatine (n =9, p = 0,22) (Figure 24C-D, G).
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Figure 24 Les souris mutantes pour Cdhr23 et Cdhrl5 ont un nombre réduit d’interneurones produisant la
parvalbumine dans leur cortex auditif. A-D, Densité des interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif (AC) a P27
de souris sauvages (wild-type), Cdhr23” et Cdnhr15% 33 (A-B), dans I'AC de souris Cdhr23™ et Cdhr15"®%
manifestant ou non des crises audiogénes (AS+/AS-) (C-D) ; tranches coronales de cortex auditif immuno-marquées pour
la parvalbumine avec des vues zommées en dessous (A, C). E, Tranches coronales de cortex auditif immuno-marquées
pour la parvalbumine et la somatostatine. F-G, Densité des interneurones a somatostatine dans 'AC a P27 de souris
sauvages, cdhr23” et Cdhr152372"% P, cdhr23*" et Cdhr15"®3 manifestant ou non des crises audiogenes (AS+/AS-)
(G). Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Les données sont représentées par des moyennes + SEM avec

les valeurs individuelles (cercles), **, p < 0,01 ; ns, non significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-Whitney).
Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté*'?.
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Figure 25 Les souris Cdhr23* et Cdhr157®3’ ont des PEAs et des OEAs des produits de distorsion
normaux. Seuils PEAs, amplitude de 'onde | des PEAs, latence de I'onde | des PEAs, niveau des OEAs des
produits de distortion (2f;-fz) enregistrés pour f,=8,3 kHz, f,=10kHz, chez les souris sauvages, Cdhr23*" (A) et
Cdhr15"3 (B). Les données sont représentées par des moyennes + SEM avec les valeurs individuelles
(cercles) ; ns, non significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al.,
article accepté**?.
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L’audition périphérique des animaux Cdhr23*" ou Cdhr15 tant normale, je les ai
exposés a un son de forte intensité (8 — 15 kHz, 110 dB SPL). Certaines souris Cdhr23*" ou
Cdhr15"®*  ont manifesté les signes de crises audiogénes (course folle, phase tonique,
phase clonique) au cours de leur troisieme semaine postnatale, la plupart d’entre elles vers
P27. 51% des animaux Cdhr23* (n = 49) et 38% des animaux Cdhr157®’ (n = 50) ont
manifesté les signes de crises audiogénes, alors qu’aucun animal sauvage des mémes
portées n’a manifesté de tels signes (n = 36-40, p < 0,0001). En dénombrant les
interneurones & parvalbumine chez les souris Cdhr23"" ou Cdhr15"*® celles qui avaient
manifestés des crises audiogénes présentaient la diminution la plus importante du nombre
d’interneurones a parvalbumine (d'un facteur d’au moins 1,6) (Figure 24D). Notons que les
animaux ne manifestaient plus de crise audiogéne au-dela de P35. De plus, il n'y avait de
différence dans la proportion des animaux qui manifestaient des crises audiogénes en
comparant les méales et les femelles (10 sur 20 femelles et 11 sur 23 males et pour la lignée
Cdhr23, p = 0,87 ; 6 sur 20 femelles et 13 sur 24 males pour la lignée Cdhrl5, p = 0,19)
d'une part, et d’autre part, les animaux pour qui la mutation provenait du parent méle ou

femelle (14 sur 25 pour ceux dont la mutation provenait du parent femelle et et 10 sur 18

guand elle provenait du parent méale pour la lignée Cdhr23, p = 0,77 ; 6 sur 15 pour ceux
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dont la mutation provenait du parent femelle et et 13 sur 29 quand elle provenait du parent
male pour la lignée Cdhrl5, p = 0,98). Tous les animaux mutants doubles hétérozygotes
(Cdhr23*/Cdhr15"®"*) ont manifesté des crises audiogénes (p < 0,01 par rapport aux
Cdhr23*, p < 0,05 par rapport aux Cdh15"23: n = 10 ; donnée non publiée). De plus, je n’ai
pas détecté de diminution du nombre d’interneurones a parvalbumine en comparant les
animaux Cdhr23"" ou Cdhr15"®* manifestant ou non des crises audiogénes, dans leurs
cortex moteur, visuel ou somatosensoriel (Figure 26).
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Figure 26 La diminution du nombre d’interneurones produisant la parvalbumine est restreinte au cortex
auditif chez les souris mutantes Cdhr23™ et Cdhr157%, Quantification de la densité d’interneurones a
parvalbumine dans les cortex visuel (A), moteur (B) et somatosensoriel (C) d’animaux sauvages (wild-type),
cdhr23*" et Cdhr15"* manifestant ou non des crises audiogenes (AS+ ou AS-). Les données sont
représentées par des moyennes + SEM avec les valeurs individuelles (cercles) ; ns, non significatif (test bilatéral
non-parametrique de Mann-Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté®*?.

En conclusion, les souris mutantes pour Cdhr23 ou Cdhr15, a I’état homozygote
et hétérozygote, présentent une diminution du nombre d’interneurones a
parvalbumine, mais pas des interneurones a somatostatine, dans leur cortex auditif.
Cette diminution est corrélée chez les animaux hétérozygotes a une manifestation de
crises audiogenes. Chez les animaux hétérozygotes, je n’ai pas observé de diminution

du nombre d’interneurones a parvalbumine dans les cortex moteur, visuel ou

somatosensoriel.
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V. L’invalidation conditionnelle de Cdhr23 et Cdhrl5 dans la MGE ou de
Cdhr15 dans le cortex auditif est suffisante pour entrainer une diminution
du nombre d’interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif et une

prédisposition aux crises audiogénes

Des souris Cdhr23°"** et Cdhr15'>"** ont été croisées avec d’autres Nkx2.1-cre:Rosa-
tdTomato ou Nkx2.1-cre (animaux que je nommerai Cdhr23 cKO et Cdhrl5 cKO), afin
d’invalider I'expression de Cdhr23 ou Cdhrl5 dés le stade progéniteur dans la MGE, et donc
avant I'expression de cdhr23 et cdhr15 dans le manteau de la MGE. Notons que je ne
détecte pas de tdTomato dans I'organe de Corti a 'adge de trois semaines, ce qui indique que
Nkx2.1 n’y est pas exprimé avant ce stade (donnée non montrée, non publiée).

A l'dge de trois semaines, 87% des animaux Cdhr23 cKO (n = 15) et 72% des
animaux Cdhrl5 cKO (n = 11) ont manifesté des signes de crises audiogénes, alors
quaucun animal Cdhr23°¥°* ou Cdhr15°* (animaux « contréles ») des mémes portées
n‘en a manifesté (Rosa-tdTomato ou non, n = 14 pour Cdhr23 et n = 15 pour Cdhrl5,
p < 0,001).

En ce qui concerne le nombre d’interneurones issus de la MGE dans le cortex auditif
de ces animaux (interneurones synthétisant tdTomato), il est 1,5 fois plus faible chez les
animaux Cdhr23 cKO et Cdhrl5 cKO par rapport aux animaux contréles (n = 5 et p < 0,01
pour les deux lignées), avec une diminution du nombre d’interneurones a parvalbumine d’'un
facteur entre 2,2 et 2,4 pour les lignées Cdhr23 cKO et Cdhrl5 cKO, respectivement (n =5
et p < 0,01 pour les deux lignées). Ni le nombre des interneurones a somatostatine ni celui
de ceux synthétisant seulement la protéine tdTomato n’est modifié (p > 0,69 pour la lignée

Cdhr23 et p > 0,15 pour la lignée Cdhrl5, n = 5) (Figure 27).
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Figure 27. La délétion conditionnelle de Cdhr15 et Cdhr23 dans la MGE est suffisante pour induire une disposition
aux crises audiogénes et une diminution du nombre d’interneurones produisant la parvalbumine dans le cortex
auditif. A, Larges vues de tranches coronales comprenant le cortex auditif (AC), le cortex visuel (VC), I'aire associative
temporale (TeA) ainsi que I'hippocampe (H) de souris Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, Cdhr23 cKO (Nkx2.1-cre:Rosa-
tdTomato:Cdhr23°*) et Cdhrl5 cKO (Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato:Cdhr15°"®) a P27 immuno-marquées pour la
parvalbumine. B, Tranches coronales de cortex auditif de souris Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, Cdhr23 cKO et Cdhrl5 cKO a
P27 immuno-marquées pour tdTomato et la parvalbumine. C, Densité des interneurones synthétisant tdTomato (et non la
parvalbumine ou la somatostatine), la parvalbumine et la somatostatine dans le cortex auditif de souris Nkx2.1-cre:Rosa-
tdTomato, Cdhr23 cKO et Cdhrl5 cKO a P27. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Les données sont
représentées par des moyennes + SEM; **, p < 0,01 ; ns, non significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-
Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al., article révisé*'2.
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Etant donné que la migration tangentielle est altérée chez les animaux mutants
homozygotes pour Cdhr23 ou Cdhrl5, il est impossible d’étudier le role de cdhr23 et cdhr15
aprés E14,5. Jai ainsi réalisé une invalidation conditionnelle in situ de Cdhrl5, en injectant
un vecteur lentiviral synthétisant la recombinase cre couplée a la protéine fluorescente GFP
dans le cortex auditif d’animaux Cdhr15°"'°*4 P1 (animaux injectés LV-Cre-GFP).

A P5, cdhr23 et cdhrl5 ne sont plus détectées dans le cortex auditif, alors que c’est
toujours le cas chez des animaux sauvages LV-cre-GFP. A ce stade, casp3 est détectée
dans le cortex auditif des animaux Cdhr15°°* LV-cre-GFP mais pas dans celui d’animaux
sauvages LV-cre-GFP. En particulier, casp3 est localisée dans la couche IV, dans les
interneurones synthétisant dix5 (Figure 28A-B).

A trois semaines, ces animaux, dont 'audition périphérique mesurée par PEAs était
normale (Figure 28F), ont tous manifesté des signes de crises audiogénes (n = 12) alors
gu’aucun animal sauvage LV-cre-GFP n’en a manifestés (n = 7, p < 0,0001). J'ai réalisé
d’autres contrOles, et aucun de ceux-la n’a manifesté de crises audiogénes : des souris
Cdhr15°* non injectées (n = 8, p < 10™), des souris Cdhr15°"°* injectées & P1 avec un
vecteur lentiviral n’exprimant que la GFP (LV-cre-GFP) (n = 7, p < 10™), des souris
Cdhr15°%°* | v-cre-GFP injectées & P10 (n = 8, p < 10™) et des souris Cdhr15/°* LV-cre-
GFP injectées dans le cortex dorsal & P1 (n = 9, p < 10™). Notons que je n’'ai pas réussi a
obtenir ces résultats en invalidant Cdhr23, ou un marquage pour cdhr23 et cdhrl5 subsiste a
P5 (donnée non publiée et non montrée).

Dans le cortex auditif des animaux LV-cre-GFP injectés a P1 (n = 6), le nombre
d’interneurones a parvalbumine était 2,6 fois plus faible que celui des animaux sauvages LV-
cre-GFP injectés a P1 (n = 6, p = 0,004) (Figure 28D-E). Notons que je ne détecte pas la

GFP en dehors du cortex auditif (donnée non montrée, non publiée).
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Figure 28 La délétion in situ conditionnelle de Cdhr15 est suffisante pour induire la manifestation de
crises audiogénes et une diminution du nombre d’interneurones produisant la parvalbumine dans le
cortex auditif. A-C, protocole d’injection du vecteur lentiviral dans le lobe temporal & P1 ; tranches coronales de
cortex auditif (AC) & P5 de souris sauvages (wild-type) et Cdhr15"* LV-cre-GFP injectées a P1, immuno-
marquées pour cdhr23 et cdhrl5 (A), la GFP et la caspase-3, participant a 'apoptose (B), avec une vue zoomée
dans la couche néocorticale IV d’'une tranche immuno-marquée pour la GFP, la caspase-3 et dIx5 (C). D-E, Vue
zoomée d’interneurones a parvalbumine dans des tranches cortonales a P24 de souris sauvages et Cdhr15'>
LV-cre-GFP injectés a P1 (D), avec une quantification du nombre d’interneurones a parvalbumine chez ces souris
(E, les animaux Cdhr15°"°* Lv-cre-GFEP injectés a P1 manifestent tous des signes de crises audiogenes, ils sont
notés AS+ ; aucun animal sauvage LV-cre-GFP injectés a P1 n’en a manifestés, ils sont notés AS-). F, seuils des
PEAs mesurés a P24 chez les animaux sauvages et Cdhr15/* LV-cre-GFP injectés & P1. Les noyaux
cellulaires sont marqués en bleu (DAPI), sauf en C. Les données sont représentées par des moyennes + SEM
avec les valeurs individuelles (cercles) ; **, p < 0,01, ns, non significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-
Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté**.

En conclusion, I'invalidation conditionnelle de Cdhr15 et Cdhr23 confirme leur
intervention dans le développement des interneurones a parvalbumine du cortex
auditif, mais pas dans celui des interneurones a somatostatine. L’invalidation
conditionnelle in situ de Cdhrl5 révele un réle postnatal de cdhr15 dans la survie des
interneurones. Notons que ces invalidations conditionnelles (dans le télencéphale ou
le cortex auditif) sont suffisantes pour induire une manifestation de crises

audiogénes.
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V. Adgrvl est impliqué dans le développement des neuroblastes synthétisant

cdhr23 et cdhr15

Afin de déterminer si d’autres génes de surdité pourraient étre impliqués dans le
développement du télencéphale, jai testé la disposition aux crises audiogénes d’autres
lignées murines présentes au laboratoire. J'ai observé que 100% des souris mutantes
homozygotes pour Adgrvl, stéréociline et otogéline (deux génes responsables de surdité
modérée qui codent pour des glycoprotéines extracellulaires associées a des membranes

acellulaires de la cochlée et a des liens inter-stéréociliaires*>41®

), sont disposées aux
crises audiogénes, alors qu’aucune des souris mutantes hétérozygotes des mémes portées
ne le sont (n = 30, p < 10™) (donnée non publiée pour stéréociline et otogéline). Ce résultat
était déja connu pour Adgrvl (Introduction, Partie VD). Le nombre d’interneurones a
parvalbumine est 3,1 fois plus faible dans le cortex auditif des souris Adgrvl”™ (n = 5, p <
0,008), mais celui des interneurones a somatostatine est inchangé (p = 0,2), par rapport
aux animaux sauvages (n = 5) (Figure 29A-D).

J'ai détecté adgrv1l par immuno-marquage dans le télencéphale des E12, et son
expression est tres large a E13,5-E14,5 (Figures 18 et 29E). En particulier, adgrvl est
présent a E13,5 dans la zone exprimant MKI67 dans la MGE (Figure 29G). Le marquage
adgrvl est peu associé a tdTomato chez les embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E14,5
et E18,5 (Figure 29E, H). A E18,5, le marquage adgrvl colocalise dans le cortex auditif avec
la nestine, marqueur de la glie radiaire (Figure 29l). Notons que j’ai détecté la stéréociline,
'otogéline et la myosine-Vlla dans le télencéphale embryonnaire, ainsi qu’otogéline-like,
une autre protéine extracellulaire présente dans la cochlée et dont le géne correspondant est
responsable de surdité modérée*”’, dans le cortex auditif aprés la naissance (données non

publiées et non montrées).
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Chez les embryons mutants homozygotes pour Adgrvl, le marquage pour cdhr23 et
cdhrl5 est diminué en intensité dans le néocortex, avec une diminution du ratio de
fluorescence entre le cortex et le subpallium de 34% par rapport aux embryons sauvages (n

=7, p <0,001) (Figure 29F). Notons qu'il n'y a pas de marquage ectopique pour cdhr23 et
cdhrl5 dans la LGE et la MGE.
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Figure 29 Défauts de développement des neuroblastes GABAergiques co-exprimant cdhr23 et cdhrl5, et des
interneurones produisant la parvalbumlne du cortex auditif chez les souris mutantes Adgrvl A-B, Tranches coronales
de cortex auditif (AC) de souris Adgrvl et Adgrvl a P27 immuno- marquees pour la parvalbumine, avec des vues zoomées
en dessous (A), ainsi que la quantification de la densrte des |nterneur0nes a parvalbumine correspondante (B). C-D, Tranches
coronales de cortex auditif (AC) de souris Adgrvl et Adgrvl a P27 immuno-marquées pour la parvalbumine et la
somatostatine (C), ainsi que la quantification de la densité des mterneurones a somatostatine correspondante (D). E, Tranche
coronale de télencéphale d’embryons Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E14,5, |mmuno marquees pour tdTomato et adgrvl (vue
zoomée a droite). F, Tranches coronales de télencéphale d’embryons Adgrvl et Adgrvl a E14,5 immuno-marquées pour
cdhr23 et cdhrl5. G, Vue zoomée d’'une tranche coronale de MGE d’'un embryon sauvage (wild-type) a E13,5, immuno-
marquée pour adgrvl et MKI67. H-I, tranche coronale de 'AC d’embryon Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato a E18,5, immuno-marquée
pour tdTomato et adgrvl (H, avec une une vue zoomée) et adgrvl et la nestine, un marqueur de glie radiaire (I, avec une vue
zoomée). Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Abréviations : néocortex (NCx) ; dorsal (d) ; médial (m) ; latéral
(). Les données sont représentées par des moyennes + SEM avec les valeurs individuelles (cercles) ; **, p < 0,01 ; ns, non
significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-Whitney). Adapté de Libé-Philippot et al., article article accepté**
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Etant donné qu’adgrv1 n’est pas localisé dans les neuroblastes issus de la MGE, il est
possible qu’il joue un réle extrinséque sur ces derniers. Pour tester cette hypothése, on été
réalisées des greffes isochroniques d’explants de MGE exprimant la protéine fluorescente
rouge RFP dans des tranches de télencéphale d’'embryons Adgrvl” & E14,5. Aprés 24
heures de culture, la surface de migration des cellules exprimant la RFP et la cdhr23 a été
mésurée. Cette surface de migration n’était pas différente entre les tranches Adgrvl™ et
Adgrvl”. En revanche, la surface de migration pour les cellules exprimant cdhr23 était
réduite de moitié (n = 8, p < 0,001), suggérant un réle direct ou indirect d’adgrv1 dans la
migration de la population de neuroblastes exprimant cdhr23 et cdhrl5 (donnée non publiée,
Figure 30A-B).

Jai réalisé les mémes expériences in vitro que celles réalisées pour cdhr23 et cdhrl5

YFP/YFP
1

(Partie Il), a partir d’explants de MGE issues d’embryons Adgrv (ils produisent la
protéine fluorescente jaune YFP au lieu d’adgrv1 ; ils sont donc analogues a des embryons
Adgrvl™). Il napparait pas de différence de surface de migration sur la laminine, sur le

mélange laminine/cdh2, ni d’anomalie de position du centrosome (n = 5 animaux et 100

cellules considérées, p > 0,22) (donnée non publiée, Figure 30C-E).

En conclusion, adgrvl intervient dans la migration tangentielle des neuroblastes
synthétisant cdhr23 et cdhrl5, a priori de maniére extrinséque a ces neuroblastes. Les
animaux Adgrvl” présentent une diminution du nombre d’interneurones a
parvalbumine dans leur cortex auditif et sont prédisposés aux crises audiogenes. I
est possible que nous puissions étendre ces conclusions a d’autres protéines
détectées dans le télencéphale en développement et dont I'absence de certaines
entraine une disposition aux crises audiogéenes, par exemple la stéréociline,

I'otogéline, I'otogéline-like et la myosine-Vlla.
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Figure 30 Adgrvl est impliqué dans la migration des neuroblastes GABAergiques cdhr23. A-B, Schéma
représentant le protocole expérimental de greffe d’explant de MGE RFP™ & E14,5 dans des tranches télencéphaliques
isochroniques Adgrvi* ou Adgrvl” et tranches correspondantes immuno-marquées pour cdhr23 et la RFP (A), ainsi
que la quantification correspondante du ratio de I'aire de migration marquée pour cdhr23 sur celle marquée pour la
RFP (B). C, Explants de MGE issues d’embryons a E13,5 Adgrv1™ et Adgrv1"™™ (exprimant la YFP au lieu
d’adgrv1) sur la laminine et la quantification de la surface de migration. D-E, Explants de MGE issues d’embryons a
E13,5 Adgrvi™, Adgrvi*™ et Adgrvi™"™ sur laminine/cdh2 (avec des vues zoomées) et la quantification de la
surface de migration (D) et la distribution de la position angulaire du centrosome chez les neuroblastes issus
d'explants Adgrvi™* et Adgrv1™" " Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Abréviations : dorsal (d) ;
médial (m). Les données sont représentées par des moyennes + l'erreur type moyenne (SEM) avec les valeurs

individuelles (cercles) ; ***, p < 0,001 ; ns, non significatif (test bilatéral non-parametrique de Mann-Whitney). Données
non publiées.
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VI. Cdhr23, cdhr15 et adgrv1l présentent des profils d’expression similaires

dans le télencéphale embryonnaire de macaque

Jai réalisé des immuno-marquages pour cdhr23, cdhrl5 et adgrvl dans le
télencéphale d’embryons de macaque afin de déterminer si leur expression est conservée
chez les primates (les épitopes visés par nos anticorps sont conserves chez le macaque).

A EB3, les trois protéines sont détectées dans la MGE, dans sa zone ventriculaire, et
dans son manteau en ce qui concerne cdhr23 et cdhrl5. A E85, elles sont détectées dans
le cortex auditif, notamment dans la zone sous-ventriculaire externe corticale et le sous-
plateau, et pour adgrvl, dans la zone ventriculaire. Plus particulierement, cdhr23 et cdhrl5
colocalisent avec dIx5, mais pas adgrvl, qui colocalise avec la nestine dans la zone sous-

ventriculaire externe corticale (Figures 31 et 32).

En conclusion, cdhr23, cdhrl5 et adgrvl présentent des margquages analogues

chez le macaque, dans la MGE et dans le cortex auditif.
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Figure 31 Conservation de I'expression de cdhr23, cdhr15, et adgrvl dans la MGE et le cortex auditif
d’embryons de macaque. A, Schéma d'une tranche coronale de télencéphale de macaque a EG3 et les
tranches correspondantes immuno-marquées pour cdhr23, cdhrl5 et adgrvl. Le manteau de la MGE est indiqué
par un astérisque et la zone ventriculaire de la MGE par une fleche. B, Schéma d’une tranche sagittale de cortex
auditif de macaque a EB85 et les tranches correspondantes immuno-marquées pour dix5 et cdhr23, cdhrl5 ou
adgrvl. C, Vues zoomées de neuroblastes GABAergiques immuno-marqués pour dix5 et cdhr23 ou cdhrl5. D,
Vue zoomée d’une cellule de la glie radiaire de la zone sous-ventriculaire externe immuno-marquée pour la
nestine et adgrvl. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Abréviations : dorsal (d) ; médial (m) ;
latéral (). Adapté de Libé-Philippot et al., article accepté**?.
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Figure 32 Profils d’expression de cdhr23, cdhr15 adgrv1 dans le cortex auditif du macaque. Schéma d’'une
tranche sagittale de cortex auditif (AC) de macaque a E85 et les tranches correspondantes immuno-marquées
pour cdhr23, cdhrl5 ou adgrvl. Les noyaux cellulaires sont marqués en bleu (DAPI). Adapté de Libé-Philippot et
al., article révisé**.
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I Cdhr23, cdhrl5 et adgrvl participent au développement des interneurones

du cortex auditif : un exemple de « bricolage évolutif »

Nous avons vu que cdhr23, cdhrl5 et adgrvl sont des protéines ancestrales : des
orthologues pour Cdhr23 et Adgrvl sont présents a priori dans les génomes de tous les
eumétazoaires, pour Cdhrl5 a priori dans le génome de tous les bilatériens (Introduction
VC-D, Figure 16).

Les orthologues de cdhr23 forment des liens fibreux entre les microvillosités des
cellules ciliées de 'anémone étoilée et dans celles de la ligne latérale chez le poisson

z&bre*t®

(Figure 16). L’orthologue de cdhr15 chez la drosophile (cad99c) est localisée dans
les microvillosités des cellules intestinales et des follicules ovariens**. Chez le macaque et
le xénope (Xenopus laevis), cdhr23 et cdhrl5 participent a la formation des processus
calycéaux dans les photorécepteurs, absents chez la souris. Ces structures sont

apparentées a des microvillosités®®4%,

Cdhr23 et cdhrl5 sont donc impliquées dans la
fonctionnalité de microvillosités, et plus particulierement dans la formation de liens
fibreux entre elles. En plus de ce rdle, cad99c contréle I'expansion apicale et le
réarrangement cellulaire pendant I'élongation du tube épithélial salivaire, suggérant un réle
d’adhérence a proprement parlé pour cad99c**. En dehors des cellules ciliées auditives
et de la ligne latérale, Cdhr23 est exprimé chez le poisson zébre dans les cellules
GABAergiques amacrines de la rétine et le subpallium du télencéphale®®. Cdhrl5 a été
rapporté comme étant exprimé chez la souris dans les zones ventriculaires cérébrales aux
stades embryonnaires, ainsi que dans plusieurs organes comme I'épithélium olfactif, les

reins, la langue, les vibrisses, les bronches et I'intestin*%.
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A. Apparition de la migration tangentielle dans le télencéphale et de

I’expression de cdhr23 et cdhrl15 au cours de I’évolution

Si cdhr23 et cdhrl5 sont des protéines ancestrales, existant chez des espéces sans
néocortex, quand ont-elles pu étre réutilisées dans la migration tangentielle des neuroblastes

GABAergiques ?

La migration tangentielle de neuroblastes GABAergiques, du subpallium au néocortex,
est conservée chez les mammiféres. En ce qui concerne les autres vertébrés (sans
néocortex, mais avec un pallium), 90% des neurones GABAergiques du pallium du poulet
(Gallus gallus) proviennent du subpallium, et plus particulierement 75% d’entre eux de l'aire
analogue a la MGE (pallidum). Cependant, leurs flux de migration tangentielle ne sont pas
clairement dessinés (les neuroblastes GABAergiques migrent tangentiellement sans se
concentrer au sein de deux flux). Des résultats analogues sont obtenus chez le xénope et la
tortue (Emys orbicularis), chez qui les neurones GABAergiques proviennent de la MGE, de
la LGE et de la frontiere entre le pallium et le subpallium, et chez la lamproie (Petromyzon
marinus) chez qui la MGE est absente. Chez le requin (Scyliorhinus canicula), les flux de
migration tangentielle sont bien dessinés*®. La migration tangentielle de neuroblastes
GABAergiques, du subpallium au pallium, est donc conservée chez les vertébrés. En
revanche, toutes les especes n’ont pas forcément une MGE ou des flux de migration
tangentielle bien dessinés (Figure 33).

Afin d’étudier la capacité des neuroblastes GABAergiques a répondre aux signaux de
'environnement pendant leur migration, et surtout la conservation de ces signaux, des
explants de subpallium d’espéces différentes ont été greffés dans des télencéphales murins.
Il apparait que les neuroblastes GABAergiques des amniotes peuvent migrer dans un
télencéphale murin. En ce qui concerne des especes plus éloignées (poulet, tortue), la
migration tangentielle des neuroblastes greffés est possible mais pas leur entrée dans la

plaque corticale. Cette entrée dans la plaque corticale est possible pour des neuroblastes
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GABAergiques issus d’embryons de ouistiti (Callitrix jacchus)****°,

La migration
tangentielle partage donc sans doute des mécanismes communs chez tous les
vertébrés. Cependant, I’entrée dans la plaque corticale semble différente d’une espéce

a une autre, en tout cas d’un genre a un autre (Figure 33).

Nous avons vu que cdhr23 et cdhrl5 sont exprimées dans des neuroblastes
GABAergiques des ganglions de la base chez la souris. Nous pouvons donc émettre
I'hypothése qu’elles sont exprimées dans le subpallium de tous les vertébrés puisqu’ils
comportent tous des ganglions de la base. Un argument en faveur de cette hypothése est
I'expression de Cdhr23 dans le subpallium du poisson zébre**®. Cela pourrait ne pas étre le
cas chez la lamproie, et les cyclostomes plus généralement, a cause de I'absence de MGE.
En ce qui concerne I'expression dans le flux de migration tangentielle, se pose la question de
leur expression dans des neuroblastes GABAergiques a destination d’aires corticales non
auditives. Par exemple, cdhr23 et cdhrl5 sont exprimées dans les cellules ciliées de la ligne
latérale chez le poisson zébre : sont-elles aussi exprimées dans des régions corticales
participant a la méme fonction ? Cdhr23 et cdhrl5 sont exprimées dans les photorécepteurs
chez le macaque mais trés peu voire pas chez la souris : sont-elles exprimées dans le cortex
visuel chez le macaque ? Cdhr23 et cdhrl5 sont exprimées chez les mammiféres dans les
cellules ciliées vestibulaires, en plus des cellules ciliées auditives®**. Aucune aire corticale
vestibulaire n’est connue chez les rongeurs a ce jour, alors que cest le cas chez les
primates*® : cdhr23 et cdhrl5 sont-elles exprimées dans le cortex vestibulaire chez le
macaque ? L’étude de I'expression de cdhr23 et cdhr15 dans ces espéces répondra a ces

guestions.
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Se pose la question de lintérét évolutif de réutiliser ces deux protéines apparentées
aux cadhérines dans le développement du cortex auditif. Toutes les régions auditives
cérébrales pourraient exprimer des protéines d’adhérence qui lui leur seraient spécifiques,
comme c’est le cas pour la contactine-5**’. A ce moment-Ia, les neuroblastes GABAergiques
pourraient, grace a cdhr23 et cdhrl5, faire des connexions synaptiques avec les neurones
pyramidaux du cortex auditif et/ou les axones auditifs thalamo-corticaux. Revenons sur
l'expression de cdhr23 et cdhr15 dans les ganglions de la base. Nous avons vu que les
marquages pour cdhr23 et cdhrl5 ne sont pas observés dans les régions antérieures du
télencéphale. Cdhr23 et cdhrl5 sont donc exprimées dans les régions médiales/postérieures
selon I'axe antéro-postérieur des ganglions de la base, précisément la ou projettent les
axones provenant des couches corticales inférieures du cortex auditif*?®. L’intérét évolutif
de la réutilisation de cdhr23 et cdhrl5 dans le développement cortical participerait
ainsi a la mise en place de réseaux neuronaux, de la méme maniére que les
motoneurones qui expriment quatre cadhérines différentes (Introduction VA).

On pourrait aussi imaginer que les interneurones aient des propriétés intrinséques, par
exemple électrophysiologiques, différentes d’'un cortex a un autre. La réutilisation de
cdhr23 et cdhrl5 dans le développement des interneurones du cortex auditif aurait
alors un intérét fonctionnel. L'étude de la fonction de ces interneurones, et la

généralisation de nos résultats a d’autres systémes sensoriels vérifieraient cette hypothése.
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Figure 33 Conservation de la migration tangentielle dans le cortex des vertébrés et données sur I’expression de cdhr23
et cdhrl5. Arbre phyologénétique généré par phyloT. En rouge, les différentes caractéristiques de la migration tangentielle des
neuroblastes GABAergiques du subpallium vers le pallium et de la naissance d’interneurones dans le néocortex. Les
pourcentages en rouge indiquent la proportion d’interneurones dans le cortex cérébral. En bleu, I'apparition des génes
orthologues de Cdhr23 et Cdhr15 ainsi que I'expression de cdhr23 et cdhr15 dans les cellules ciliées et le subpallium. Données
issues de Tanaka & Nakajima, 2012*% : Glover et al., 2012**® ; Hulpiau et al., 2009°* et Hulpiau et al., 2016°%°.

B. Robles de cdhr23, cdhrl5 et adgrvl dans le développement des

interneurones chez la souris

Cdhr23 et cdhrl5 sont synthétisées dans les neuroblastes GABAergiques dés leur
stade postmitotique dans la MGE, stade ou ils commencent a montrer un phénotype
migratoire. In vitro, cdhr23 et cdhr15 sont localisées autour du noyau (a I'endroit de la cage
microtubulaire périnucléaire, ou il y a également de l'actine), le long du processus
conducteur (principalement formé par le cytosquelette de tubuline) et dans le lamellipode
(principalement formé de cytosquelette d’actine). Ces marquages sont réalisés contre des

épitopes des parties extracellulaires de cdhr23 et cdhrl5 et sont observés sans
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perméabilisation : cdhr23 et cdhr15 sont donc localisées a la membrane. A ['échelle
subcellulaire, les marquages pour ces deux protéines sont partiellement colocalisés. De plus,
l'absence de l'une de ces protéines n’entraine pas la délocalisation de l'autre. Les
neuroblastes issus d’embryons homozygotes mutants pour Cdhr23 et Cdhrl5 présentent des
défauts de polarité cellulaire : une localisation aléatoire du centrosome autour du noyau en
'absence de cdhr15 (cdhr23 restant synthétisée et sans anomalie de localisation) et une
multipolarité en l'absence de cdhr23 (cdhr15 restant synthétisée et sans anomalie de
localisation). Ces résultats suggérent une absence d'interaction directe et des rbles
cellulaires indépendants pour cdhr23 et cdhrl5, pendant la migration tangentielle.

Etant donné que la position du centrosome et 'élaboration du processus conducteur
sont dépendantes du cytosquelette de tubuline, une interaction de cdhrl5 et cdhr23 avec le
cytosquelette de tubuline est possible. Cdhr23 pourrait le faire via camsap3 et cdhrl5
probablement via une voie différente. Dans les cellules ciliées du poulet, cdhr23 et cdhrl5
participent a la formation de liens transitoires entre le kinocilium (formé de tubuline) et les
stéréocils. Ces liens sont polarisés : cdhr23 est du cbté des stéréocils et cdhrl5 du cété du
kinocilium*®. Il est donc possible que des interactants communs existent entre cdhr15 et le
cytosquelette de tubuline dans les cellules ciliées et les neuroblastes GABAergiques. Dans
les cellules ciliées, ces deux protéines apparentées aux cadhérines sont surtout connues
comme interagissant avec le cytosquelette d’actine®®. Il n’est donc pas impossible, vue leur

localisation au lamellipode, que ce soit aussi le cas dans les neuroblastes GABAergiques.

Cdhrl5 interagit avec le complexe de transduction mécano-électrique dans les cellules

309

ciliées. Or, il existe une telle transduction dans les neuroblastes en migration . Il se pourrait

donc que cdhrl5 participe a cette transduction, éventuellement avec des canaux présents
dans les cellules ciliées. En ce qui concerne le role extracellulaire de ces protéines, on peut
envisager qu’elles participent pendant la migration tangentielle a 'adhérence au substrat

cellulaire (axones thalamo-corticaux, cortico-thalamiques, glie radiaire, neurones), via une
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interaction hétérophilique, ou a des contacts transitoires que les neuroblastes pourraient
établir entre eux via une interaction homophilique. L’exploration de ce réle pourrait permettre
d’étudier l'implication de I'adhérence dans la migration tangentielle et éventuellement de
linteraction entre les neuroblastes et les différentes structures anatomiques du substrat,
point qui a été peu étudié jusqu’a aujourd’hui. Etant donné que les neuroblastes présentent
des défauts migratoires in vitro, on peut exclure comme défaut primaire une absence de
détection des signaux de I'environnement. On peut en revanche imaginer un défaut
secondaire analogue a celui observé en I'absence de NCAM1 (Introduction Partie IID) : la
localisation subcellulaire des différents récepteurs impliqués dans la migration tangentielle
pourra étre étudiée dans les neuroblastes issus de MGE d’embryons pour lesquels Cdhr23
ou Cdhrl5 ont été inactivés. La localisation ectopique, dans des régions normalement non
permissives a la migration des neuroblastes GABAergiques (Introduction IIC), des immuno-
marquages pour cdhr23 et cdhr15 en l'absence de cdhr15 et cdhr23, respectivement,

suggeére en effet un défaut de détection des signaux de I'environnement.

Nous avons vu que cdhr23 et cdhrl5 n'ont pas été décrites spécifiquement dans des
processus d’adhérence cellulaire (excepté cad99c chez la drosophile) mais dans la formation
de liens fibreux. Si cdhr23 et cdhr15 participent a de tels mécanismes d’adhérence, ces
mécanismes pourraient permettre d’étudier de nouveaux types d’interactions moléculaires
pour ces protéines apparentées aux cadhérines. Nous avons en effet vu qu'elles
interagissent entre elles de maniére atypique (en « serrage de main »). Mais si elles forment
des interactions hétérophiliques avec d’autres cadhérines, elles pourraient interagir avec ces
derniéres de maniére conventielle. On peut a priori exclure une interaction hétérophilique en
cis entre elles, puisque I'absence de I'une de ces protéines n’entraine pas une délocalisation
de l'autre et leur absence d’expression n’'induit pas les mémes anomalies de polarité

cellulaire.
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En plus d’une implication dans la migration tangentielle, cdhr15 participe a la survie
des interneurones immatures aux stades postnatals précoces, et probablement cdhr23 aussi
(qui disparait lorsque cdhrl5 disparait). Or, nous avons vu que les interneurones immatures
sont en pleine synaptogenése a ce moment-la. Il n’est donc pas impossible que cdhrl5 et
cdhr23 participent a la synaptogenése des interneurones du cortex auditif, la encore avec
des interactants a définir. Ce ne serait pas le premier exemple de protéines impliquées dans
la migration tangentielle et la synaptogenese: cdh2, adgrc3, les récepteurs aux
neurotransmetteurs, participent a ces deux étapes de développement (Introduction Partie

IIC, 1ID).

En conclusion, cdhr23 et cdhrl5 interagissent probablement avec le
cytosquelette de tubuline dans les neuroblastes GABAergiques (cdhr23 avec celui lié
au centrosome, cdhrl5 avec celui du processus conducteur), possiblement avec celui
d’actine dans le lamellipode. On peut imaginer en plus un réle d’adhérence cellulaire
lors de la migration qui reste a étre confirmé et a étre exploré (notamment trouver des
interactants) et/ou de transduction mécano-électrique. Cdhrl5, et possiblement
cdhr23, participent a la survie des interneurones immatures dans le cortex auditif,

possiblement en participant a la synaptogeneése.

Mes résultats indiquent qu’adgrvl participe a la migration des neuroblastes
GABAergiques qui expriment cdhr23 et cdhrl5. Son expression est complexe. Adgrvl est
exprimé dans les progéniteurs du subpallium, de maniére large dans le télencéphale
pendant la migration tangentielle (je n’ai pas pu identifier les types cellulaires qui I'expriment,
mais adgrvl est peu exprimé dans les neuroblastes GABAergiques issus de la MGE), et
dans la glie radiaire du cortex auditif & E18,5. Etant donné que les immuno-marquages
étaient réalisés contre sa partie extracellulaire et qu’il est possible qu’il existe des isoformes
extracellulaires, il faudra utiliser des anticorps dirigés contre la partie cytoplasmique d’adgrv1

ainsi que des embryons rapporteurs afin d’identifier tous les types cellulaires qui expriment
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Adgrvl. Quoiqu’il en soit, cdhr23 et cdhr15 sont exprimées en I'absence d’adgrv1, ce qui
suggeére que l'absence d’expression d’Adgrvl dans les progéniteurs n‘’empéche pas la
formation de neuroblastes GABAergiques exprimant cdhr23 et cdhrl5. Je ne détecte pas
d'immuno-marquage pour cdhr23 et cdhr15 dans le néocortex en 'absence d’adgrv1, et je
mesure une diminution du nombre d’interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif.
Cela suggere une intervention, de maniére « cellule non-autonome » d’adgrvl dans la
migration des neuroblastes GABAergiques exprimant cdhr23 et cdhrl5 (les neuroblastes
GABAergiques issus d’embryons Adgrvl’ ne présentent pas de défauts de migration in
vitro). Des greffes d’explants de MGE « sauvages » dans des tranches télencéphaliques
n‘exprimant pas adgrvl présentent en effet une surface de migration réduite uniquement
pour les neuroblastes exprimant cdhr23. Je propose donc une interaction, directe ou
indirecte, entre adgrvl, localisé dans le substrat de migration, et les neuroblastes

exprimant cdhr23 et cdhrl5, selon un mécanisme a préciser.

C. Perspectives

J'ai étudié I'expression de cdhr23 et cdhr15 par immuno-marguage contre des épitopes
extracellulaires (pour cdhr23, EC1, et pour cdhr15, en fonction de I'anticorps utilisé la région
extracellulaire proche du domaine transmembranaire ou une région allant de EC7 a EC10).
L’intérét de cette technique est d’avoir étudié des protéines synthétisées ainsi que leur
localisation subcellulaire. Cependant, on peut imaginer que d’autres isoformes, non
détectées, soient synthétisées au cours du développement du télencéphale. Elles pourraient
participer au développement d’autres types cellulaires et pourraient interagir en trans avec
les isoformes portées par les neuroblastes GABAergiques. De plus, il est possible que les
épitopes visés ne soient pas détectés avant E13,5 ou aprés P7 parce qu’ils ne sont pas
accessibles. Quoiqu’il en soit, les expériences d’invalidation conditionnelle de I'expression de

Cdhr23 et Cdhrl5 indiqguent que les phénotypes pathologiques étudiés (perte des
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interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif et manifestation des crises audiogénes)
sont bien dus a I'absence d’expression de ces génes dans les précurseurs d’interneurones

issus de la MGE.

Il faudra développer de nouveaux outils génétiques chez la souris, par exemple
I'expression d’un rapporteur éventuellement inductible dans les cellules qui ont exprimé ou
qui expriment Cdhr23 ou Cdhrl5, afin d'identifier d’éventuels autres types cellulaires
exprimant Cdhr23 et Cdhrl5 ou une potentielle expression avant E12,5 et aprés P7.
L’expression du rapporteur devra laisser intacte I'expression des deux alléles. Ces outils
génétiques permettront aussi de suivre en direct les neuroblastes exprimant Cdhr23 ou
Cdhrl5. Cela permettra de préciser le réle de cdhr23 et cdhrl5 dans la dynamique
migratoire. Le rble possible de cdhr23 et cdhrl5 dans la synaptogenése, en tout cas dans
I'apoptose, pourra aussi étre exploré. J'ai réalisé mes expériences dans le télencéphale. Ces
outils proposés permettront d’établir si d’autres régions auditives, ou non auditives, sous-
corticales, expriment ces génes (c’est le cas pour adgrv1 dans le colliculus inférieur®). De
plus, se pose la question de la possible généralisation de ces conclusions a d’autres
protéines considérées comme étant spécifiques des cellules sensorielles auditives (comme

tbc1d24 ou I'otoferline”®) et & d’autres systémes sensoriels.

En ce qui concerne le réle d’adgrvl, des animaux exprimant un rapporteur sous le
contrble du promoteur d’Adgrvl permettront de préciser les types cellulaires qui I'expriment.
De plus, l'interaction directe ou indirecte entre adgrv1 et cdhr23 et/ou cdhr15 devra étre
abordée (aucune donnée dans les cellules ciliées ne permet d’émettre une quelconque

hypothése).

Pour répondre aux questions évolutives, il pourra étre intéressant d’étudier I'expression
de Cdhr23 et Cdhrl5 chez d’autres espéces, afin de déterminer quand elles ont été

réutilisées dans le télencéphale, ainsi que les régions cérébrales qui les expriment.
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II.  Défauts intrinseques dans le cortex auditif en I’absence d’expression de
protéines considérées comme étant spécifiques des cellules sensorielles

auditives

Mes résultats montrent une diminution de la proportion dinterneurones a
parvalbumine, mais pas des interneurones a somatostatine, dans le cortex auditif de souris
cdhr23*", cdhr23”, Cdhr15"® Cdhr15*3"23) et Adgrvl” associée a une disposition aux
crises audiogénes chez les animaux Cdhr23"", Cdhri57®3’ et Adgrvl”. Ces deux
phénotypes, anatomique et comportemental, sont indépendants d’'un quelconque défaut
auditif périphérique. En effet, les animaux Cdhr15"®* et Cdhr23"" n'ont pas de défaut
d’audition périphérique mesuré par PEAs et OEAs des produits de distortion. De plus, la
manifestation des crises audiogénes est corrélée a la diminution de la proportion
d’'interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif de ces souris. Linvalidation
conditionnelle de Cdhr23 et Cdhrl5 dans les cellules exprimant Nkx2.1 (dans les
progéniteurs de la MGE et non dans la cochlée) ou de Cdhrl5 dans le cortex auditif
uniqguement a P1 est suffisante pour induire ces deux phénotypes. J'observe un défaut du
développement de neuroblastes GABAergiques chez les embryons Cdhr23”, Cdhr15" et
Adgrvl” dés E14,5 (qui expriment cdhr23 et/ou cdhrl5, donc a priori ceux destinés au cortex
auditif), soit avant la connection du cortex auditif avec les régions auditives sous-corticales
(les axones thalamo-corticaux envahissent la plaque corticale vers E18,5) (Figure 34). Mes
résultats révélent un défaut intrinseque, indépendant des régions sous-corticales auditives et
donc de la cochlée, dans le cortex auditif des souris portant des mutations pour Cdhr23,

Cdhrl5 (a I'état homozygote ou hétérozygote) et Adgrvi™.
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A B

télencéphale (~E13.5-E15.5)

flux de migration profond

neuroblastes GABAergique

issu de la MGE n’exprimant pas
cdhr23/cdhr15

neuroblastes GABAergique
issu de la MGE exprimant
cdhr23/cdhr15

Cdhr23”" ou Cdhr157-

cortex auditif (P27)

dk- interneurone parva

sauvage

Cdhr23” ou Cdhr157"

Figure 34 Les neuroblastes GABAergiques du cortex auditif utilisent cdhr23 et cdhrl5 pour entrer dans le
néocortex. A, schémas illustrant les défauts de migration observés chez les embryons mutants homozygotes
pour Cdhr23 et Cdhrl5 a E14,5 (absence de marquage pour cdhrl5 ou cdhr23 dans le néocortex alors que les
flux de migration tangentielle sont conservés). B, schémas illustrants la diminution du nombre d’interneurones a
parvalbumine dans le cortex auditif & P27 chez les souris mutantes homozygotes pour Cdhr23 et Cdhri5.
Abréviations : néocortex (NCx), dorsal (d), médial (m), latéral (I). Adapté de Libé-Philippot et al., article

accepté**?.
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A. Absence d’interneurones a parvalbumine corticaux et disposition aux

crises audiogénes chez la souris

Mes résultats apportent le premier exemple d'une diminution du nombre
d’interneurones a parvabumine restreinte a une aire corticale. La diminution du nombre
d’interneurones & parvalbumine chez les souris Cdhr23"", Cdhr23", Cdhr15"%
Cdhr152/a3 ot Adgrvl™ par rapport aux animaux sauvages est d’un facteur compris entre
2 et 4. Cette diminution est comparable aux diminutions décrites dans l'introduction pour des
animaux mutants dans lesquels a migration tangentielle et/ou radiaire est altérée. Dans ces
exemples, les neuroblastes GABAergiques s’accumulent dans le subpallium ou dans les

zones sous la plaque corticale (Introduction IA, II).

La diminution du nombre d’interneurones a parvalbumine dans le cortex auditif de tous
les animaux Cdhr23*" et Cdhr15"®% est intriguante. De plus, la variabilité inter-individuelle
de cette diminution et de la manifestation des crises audiogénes posent également question.
Des explications a I'échelle génétique ou épigénétique pourraient étre envisagées, comme

une expression monoallélique aléatoire®® ou I’empreinte parentale**

(éventuellement
uniquement dans I'encéphale embryonnaire ou des régions télencéphalique dont la MGE), a
I'échelle cellulaire par une diminution de la quantité de protéine synthétisée, a I'échelle
cérébrale par des mécanismes de compensation, ou a I'échelle de I'individu par la nature de
son sexe. Ces mécanismes n’‘auraient pas lieu dans la cochlée. Jai testé la premiére
hypothése en mesurant la proportions d’animaux manifestant des crises audiogénes chez
des animaux dont la mutation venait du parent male, d’'une part, et du parent femelle, d’autre
part. Ces deux populations ont manifesté des crises audiogénes dans des proportions
similaires, excluant a priori cette hypothese. J'ai de la méme maniére invalidé ’hypothése de
lintervention du sexe des individus. Il est possible que Cdhr23 et Cdhrl5 s’expriment de

maniére monoallélique aléatoire. En effet, il a été montré in vitro dans des cellules issues de

cellules souches embryonnaires que ces génes peuvent avoir une expression monoallélique
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sans préférence pour un alléle**. En fonction du stade cellulaire auquel ce mécanisme
interviendrait (progéniteur apical, basal ou neuroblaste), on peut envisager qu’'une partie des
neuroblastes GABAergiques exprime l'alléle sain et une autre partie I'alléle muté, conduisant
a une variabilité du nombre de neuroblastes entrant dans le néocortex.

Le fait que tous les animaux mutants doubles hétérozygotes Cdhr23*/Cdhr15"2"3
manifestent des crises audiogenes ne permet pas conclure car ces animaux ont un défaut
auditif périphérique™* qui pourrait avoir causé lui-méme la disposition aux crises audiogénes.
Notons que I'étude des animaux mutants doubles homozygotes Cdhr23”/Cdhr152372-3]
serait difficile. En effet, ces deux génes sont distants sur le chromosome 10 de la souris de
1,3 millions de paires de bases (1,7 chez '’humain), ce qui impliqgue une probabilité faible
d’'une recombinaison homologue permettant d’avoir les deux modifications sur le méme
chromosome.

L’absence de manifestation des crises audiogenes aprés P35 chez tous les animaux
qui y sont prédisposés (Adgrvl”, Cdhr23"" et Cdhr15"®%) indique l'existence de
mécanismes de compensation. Ces mécanismes pourraient avoir lieu a I'échelle du réseau
neuronal (neurones pyramidaux qui deviennent moins excitables, interneurones a
somatostatine ou a 5SHT3R, qui augmenteraient leur fonction d’inhibition), corticale ou sous-
corticales (régions corticales avoisinantes qui renforceraient leur inhibition, notament les
régions motrices probablement impliquées dans la manifestation des crises audiogénes, ou
auditives sous-corticales). Si de tels mécanismes sont impliqués, ils pourraient expliquer la
variabilité inter-individus. De plus, I'absence de manifestation des crises audiogénes
n’implique pas l'absence de défaut fonctionnel du cortex auditif. 1l est en effet tout a fait
possible que tous les animaux Cdhr23*" et Cdhr15"23 présentent un défaut fonctionnel du
cortex auditif, a tout age, et que la compensation d’autres régions cérébrales empéche
parfois la manifestation des crises audiogénes. De méme, il est possible que les animaux
Cdhr23” et Cdhr15* 323 présentent un défaut fonctionnel du cortex auditif qui ne peut pas

étre testé par stimulations sonores. Des mesures des propriétés électrophysiologiques du
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corte auditif et d’autres régions cérébrales des animaux Cdhr23*, Cdhr23”, Cdhr15"3"%,

Cdhr152372% ot Adgrv1™ permettra de repondre a ces questions.

En ce qui concerne les crises audiogenes, elles ont été pour la plupart considérées
comme étant générées dans le colliculus inférieur, et non dans le cortex auditif. Une
diminution de linhibition dans le colliculus inférieur est en effet suffisante pour induire une

manifestation des crises audiogénes®>*%,

Rares sont les études ayant porté sur une
possible implication du cortex auditif dans les crises audiogénes®*. Mes résultats,
notamment d’invalidation in situ de Cdhr15, illustrent le fait qu’'un défaut d’inhibition dans le
cortex auditif suffit & induire une disposition aux crises audiogenes.

Des animaux sauvages chez qui une surdité modérée ou séveére a été induite (bouchons
dans les oreilles ou rupture de la membrane tympanique) sont disposés aux crises
audiogénes*®. Il en est de méme si ces animaux sont dans un environnement trés bruité**.
Ces animaux sont préconditionnés aux crises audiogénes (en anglais, primed). Il existe en
plus des modéles génétiques de prédisposition aux crises audiogénes (Tableau 1)**'. Je
rajoute a cette liste les souris Cdhr23*, Cdhr15"®* stéréociline” et otogéline”. Ces
modeles génétiques sont de deux types. Le premier type regroupe les modéles avec une
surdité modérée a sévere et une manifestation des crises audiogénes qui survient entre P20
et P35. Ces animaux peuvent étre prédisposés pour les mémes raisons que ceux qui sont
préconditionnés. Ce premier groupe comprend la plupart des modéles génétiques de crises

audiogénes. Le second regroupe des animaux chez qui l'audition n'a pas été testée mais

dont la manifestation des crises audiogénes est tardive.
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Tableau 1 Modéles génétiques de crises audiogenes. Les différents modéles génétiques de crises
audiogénes qui se caractérisent par le stade développemental ou les crises se manifestent (vers P30 chez la
souris, indiqué « stade précoce », ou vers quelques mois, indiqué « stade tardif ») ainsi que la présence ou non
de défauts auditifs périphériques. La plupart de ces modeles sont a stade précoce, avec un défaut périphérique.

Audition

Espece N?.m d,e la Géne(s) muté(s) Caracteristiques des périphérique/ Références
ignée crises :
sous-corticale
Crises spontanées, plus forte
. dlsp95|t!on aux crises Inconnue, e s
Loil audiogénes chez les animaux 438
: . o . . " . 2012
animaux préconditionnés, préconditionnés
stades précoces
UEITELY] Manifestation des crises Incgnnue, Poletaeva et al.,
- Inconnu 5 . animaux 439
. a 2-3 mois . I . 2015
Rat Molodkina préconditionnés
Défauts
. . . ) Penny et al.
EPR Manif ion ri morphologi o
@ou) Inconnu e o | Mdesceluies | 1983 Fainglod
. et al., 1990
sensorielles
Réflexes thermiques et
P77PMC Inconnu __audiogénes, Inconnue Zhao et al., 1985**
préconditionnement par
injection de kainate
Manifestation des crises Doretto et al.,
WAR Inconnu 3 2 mois Inconnue 2003%3
. . . Inconnue (le gene
e o sl | estexormé e
contactine-5 SP long des voies Li et al., 2003**
grande mortalité, auditives
stade précoce
centrales)
Disposition plus importante
Fyn proto- chez les animaux Inconnue Miyakawa et al.,
oncogene préconditionnés, 1995
stade précoce
rosine Manifestation des crises aux | Défauts d’audition Saunders et al.,
tyl
hydroxylase stades précoces périphérique 1972*°
Lints et al., 1980™";
DBA1, Manifestation des crises aux | Défauts d’audition SChI’ere4I’486 t al,
DBA2 sy stades précoces et tardifs périphérique .1980 ’
Faingold et al.,
2010**°
DefaéLrJitshcéﬁuSglon Skradski et al.,
Frinds Adarvl Manifestation des crises aux sepuilspPEAqs I’us 1998 Yagi et al.,
9 9 stades précoces T P 2005 et Yagi et
] élevés, modele | 40
Souris d’'USH2 al., 2009
Défauts d’audition
Ginc3 Manifestation des crises aux périphérique, Charizopoulou et
P stades précoces seuils PEAs plus al., 2011%°
bas
Défauts d’audition
- périphérique, Schreiber et al.,
RB transcriptional Manifestation des crises aux défauts de 1980448; Rocha-

corepressor-1 et -

stades précoces

prolifération

Sanchez et al.,

2 cellulaire dans la 2011**
cochlée
Défauts d’audition
. Manifestation des crises a périphérique, Legan et al.,
tectorine-a stade précoce seuils PEAs plus 20142
élevés
thrombospondine- Manifestation des crises a Défauts d’audition Mendus et al.,
2 stade précoce périphérique 2014*3
454
thyroid hormone Manifestation des crises a Défauts d’audition NgDeett{Tilrll’ thoil ’
receptor beta stade précoce périphérique 201%455 "
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Manifestation des crises a

Absence de

Libé-Philippot et al.,

Cdhr23 stade précoce défauts d’audition article accepté*2
P périphérique P
. . . N Absence de TR =TT
Manifestation des crises a . s Libé-Philippot et al.,
celinds stade précoce defauts d'audition | = .o accepté**?
périphérique
Défauts d’audition
. Manifestation des crises a périphérique, . e
EREEE stade précoce seuils PEAs plus COMIEE e EUEEE
élevés
Défauts d’audition
s Manifestation Qes crises a pe_rlpherlque, Donnée non publiée
stade précoce seuils PEAs plus
élevés
Manifestation des crises a MESLE, ETE
Fmrl dans le tronc Chen et al., 2001*%®

P70

cérébral auditif

selenocysteine

Manifestation des crises a

lyase ; e Inconnue Byrns et al., 2014**’
selenoprotein P1
Manifestation des crises a N Brennan et al.,
Htr2c P75 normale a P15 1997%%8
Défauts d’audition Carilipse:
Manifestation des crises a périphérique Goqgg Iez'et al.,
Hamster | GASH-Sal Inconnu stade tardif seuils PEAs I’us 2013™"; Sanchez-
Slevés P Benito et al.,
2016"°
Lapin Beverens Inconnu Inconnu Inconnu Nellhaus, 1958™"
. . . , . Nunoya et al.,
Poulet Fayoumi synaptic vegcle Crises reflexc_a_s visuelles et Inconnu 1983462; Fadlallah,
glycoprotein 2A auditives 199743

I n’y a pas d’exemple de modéle animal sans surdité périphérique avec une

prédisposition précoce aux crises audiogénes, exception faite des animaux que je

décris dans ce manuscrit. Il faudra donc reprendre tous ces modéles, invalider les

génes concernés uniquement dans I’encéphale (s’ils y sont exprimés) et tester leur

disposition aux crises audiogénes. On peut s’attendre a ce que certains ne soient pas

disposés aux crises audiogénes (la disposition n’est alors que la conséquence

indirecte du défaut d’audition périphérique) et que d’autres le soient (révélant un réle

du géne concerné dans I’encéphale). Les crises audiogenes sont un phénomeéne

paroxystique induit par un son de forte intensité. Ainsi, leur absence ne signifie pas

nécessairement absence de défaut fonctionnel

du cortex auditif. Il

également étudier le fonctionnement a I’état basal du cortex auditif.

faudra donc
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B. Roéles des interneurones a parvalbumine et & somatostatine dans le cortex

auditif

Les précurseurs d’'interneurones a parvalbumine qui synthétisent cdhr23 et cdhr15 sont
adressés au cortex auditif. Quel r6le jouent les interneurones a parvalbumine dans le cortex
auditif ? Avant de répondre a cette question, nous pouvons nous demander a quelles

fonctions participe le cortex auditif.

Notre environnement fourmille de bruits. On considére certains de ces bruits comme
non informatifs : par exemple, le bruit de la ventilation dans une piéce, du moteur dans une
voiture, ou encore le bruit ambiant lors d’'une soirée. Parmi ces bruits considérés comme non
informatifs, le systeme auditif central extrait des sons qui portent une information jugée
pertinente : par exemple, le discours de la personne gque nous écoutons, ou pour un animal
sauvage, les sons émis par ses congéneres et ceux des autres especes occupant la méme
niche écologique. Chez 'humain, l'audition se met en place a partir de GW19 : le feetus
bouge en réponse a des sons envoyés contre le ventre de la mere. A GW19, il répond a des
sons de basse fréquence (500 Hz) puis répond vers GW35 a des sons de fréquence plus
élevée (3 kHz)*®*. L'oreille mature, chez 'humain, peut détecter des sons allant de 20 Hz
(note la plus grave d’un piano ou d’'une guitare basse) a 20 kHz (harmonique le plus élevé de
nombreux instruments, dont les cymbales ou le violon). Chez la souris, ce spectre fréquentiel
est décalé dans les aigus, de 2 kHz (harmonique le plus aigl d’un tuba) a 91 kHz (ultrasons).
Dans un environnement naturel, le niveau (ou intensité) sonore va de 0 dB SPL (zone
désertique) a 130 dB SPL (coup de tonnerre). La représentation spectrale des fréquences
(tonotopie) est un principe organisateur de la la cochlée et de la plupart des régions du
systeme auditif central, dont le cortex auditif. L’audition ne peut se résumer a la simple
discrimination fréquentielle, qui est opérée des I'organe auditif périphérique, la cochlée. Elle
requiert aussi la détection des interruptions dans un signal sonore (en anglais, gap,

mature chez 'humain a environ 4 ans), la localisation de la source sonore (mature chez
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lhumain a environ 5 ans), la discrimination en intensité et en durée (mature chez
'humain a 18 ans), la détection de la modulation d’amplitude (mature chez 'humain a
environ 17 ans) et I'apprentissage perceptuel (mature chez 'humain a 27 ans)*®. Le
systeme auditif doit également pouvoir détecter la hauteur tonale (en anglais, pitch). Cette
détection est importante dans les langues tonales comme le chinois, le viethamien ou le thai.
Le cortex auditif est nécessaire (mais non suffisant) a la plupart de ces fonctions. De
plus, il mature aprés la naissance (contrairement aux régions auditives sous-
corticales), tout comme ces fonctions. Plus particulérement, les interneurones

corticaux interviennent dans ces fonctions*%4%’,

Le r6le des interneurones du cortex auditif a surtout été étudié chez les
rongeurs. Une étude a évalué la proportion de chaque type d’interneurones dans le cortex
auditif du rat®. Les auteurs ont observé que le nombre d’interneurones & parvalbumine est
stable a partir de 20 jours aprés la naissance mais pas des interneurones a somatostatine
qui atteignent leur nombre final 120 jours aprés la naissance, ni des interneurones a VIP
dont le nombre décroit. lls obtiennent a ce stade de développement des proportions
similaires a celles trouvées dans les autres cortex. Les interneurones a parvalbumine
représentent 45% des interneurones, avec une répartition similaire aux autres aires
corticales : 66% des interneurones de la couche IV, 30% des couches Il/lll, 45% des
couches V et VI. Les interneurones a somatostatine représentent 32% des interneurones,
avec une répartition homogene entre les couches néocorticales (entre 20% et 33% selon les
couches), ce qui differe de la répartition dans les autres aires corticales (es interneurones a
somatostatine sont généralement concentrés dans les couches V/VI). Quant aux
interneurones a VIP, ils représentent 18% des interneurones, avec une répartition différente
des autres aires corticales. lls sont généralement concentrés dans les aires Il/lll mais
représentent dans le cortex auditif 30% des interneurones de la couche IV, 18% des

interneurones des couches /11l et 13% des couches V/VI. Les interneurones a 5HTR34/non-
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VIP représentent 5% des interneurones, soit sensiblement moins que dans les autres aires

corticales.

Je me concentrerai surtout sur le r6le des interneurones a parvalbumine dans le
cortex auditif. Les interneurones a parvalbumine, notamment en panier, participent a
Pinhibition anticipatrice (en anglais, feedforward inhibition) au sein des réseaux
neuronaux auquels ils appartiennent. Lorsque les axones thalamo-corticaux activent les
neurones glutamatergiques de la couche 1V, ces derniers amplifient le signal regu et le
transmettent aux neurones des couches Il/lll. Les interneurones a parvalbumine de la
couche IV, notamment ceux en panier, recoivent eux-aussi des afférences thalamo-
corticales. Une fois activés, ils inhibent les neurons glutamatergiques de la couche IV. Cette
inhibition est forte étant donné que les interneurones en panier connectent leurs neurones
cibles au niveau de leur corps cellulaire. Elle permet la fermeture d’'une fenétre temporelle
(qui dure entre 1 et 2 ms) au cours de laquelle les neurones glutamatergiques peuvent
générer leurs potentiels d’action. L’inhibition anticipatrice participe donc a la précision
temporelle de lintégration des signaux entrant dans le cortex auditif. Elle est dite
anticipatrice car les afférences thalamo-corticales connectent en méme temps les neurones
glutamatergiques et les interneurones GABAergiques de la couche IV. Elle s'oppose a
linhibition retour (en anglais, feedback inhibition) principalement opérée par les
interneurones a somatostatine : ces derniers inhibent les neurones glutamatergiques qui les

activent (Figure 35)*%,
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Figure 35 Inhibitions anticipatrice et retour. Les interneurones a parvalbumine participent a [l'inhibition
anticipatrice en recevant les afférences thalamique (excitatrices) et en faisant synapse (inhibitrice) avec les
neurones pyramidaux au niveau de leur corps cellulaire et de leur segment axonal initial. Les interneurones a
somatostatine participent a I'inhibition retour en recevant des afférences des neurones pyramidaux (excitatrices)
et en faisant synapses avec ces derniers au niveau de leurs dendrites.

Le cortex auditif a une organisation tonotopique. Un neurone pyramidal (des
couches II/lll) répondra préférentiellement a une bande de fréquences: on dit qu’il est
accordé en fréquence. Une étude a testé I'hypothése selon laquelle les interneurones a
parvalbumine sont eux aussi accordés en fréquence®. Les auteurs ont montré par
optogénétique et électrophysiologie que les interneurones a parvalbumine répondaient a des
fréquences spécifiques, tout comme les neurones pyramidaux. Cependant, ils n'apportaient
pas d’éléments expérimentaux permettant de savoir si leur accord en fréquence était
intrinséque ou s’il était di a leur intégration dans un réseau lui-méme accordé en fréquence.
Deux autres études se sont penchées sur les aspects cellulaires de I'accord en fréquence
des couches Il et 111**%47°, Leurs auteurs y montrent, par optogénétique, électrophysiologie, et
imagerie bi-photonique, que c’est surtout I'inhibition qui affine I’accord en fréquence, et

surtout celle opérée par les interneurones a parvalbumine grace a leur réponse tres
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rapide. Les interneurones a somatostatine ont une réponse plus lente, ce qui ne leur permet
pas de participer & une discrimination, rapide, de deux sons>**"*,

Une autre propriété du cortex auditif est 'adaptation stimulus spécifique, qui
permet de préter moins d’attention a un son fréquent (dit standard) et davantage aux sons
rares (dits déviants). Deux études ont évalué le rble des interneurones a parvalbumine et a

472473 Les interneurones a

somatostatine dans [|'adaptation stimulus spécifique
parvalbumine inhibent de maniére non-spécifique les réponses aux sons standards et
déviants. Comme les réponses aux sons déviants sont plus élevées, linhibition des deux
entraine en moyenne une augmentation de la réponse aux sons déviants. Les interneurones
a somatostatine inhibent de maniére spécifique les réponses aux sons standards mais n’ont
pas d’effet sur les réponses aux sons rares.

Les interneurones a parvalbumine interviennent aussi, mais de maniére moins
prononcée que les interneurones a somatostatine, dans la détection des interruptions
bréves (inférieures a 50 ms) d’un stimulus. La détection de ces interruptions permet de
percevoir une information pertinente dans un environnement bruité (la voie d’'une personne

dans un environnement bruité par exemple)*’*.

Les propriétés du cortex auditif changent au cours du développement. Chez la souris,
l'audition commence vers P12 (premiers PEASs enregistrés). A ce stade, il n’y a pas de carte
tonotopique corticale fine : les neurones répondent a des bandes fréquentielles larges.
L’expérience auditive modéle les propriétés des neurones du cortex auditif. La carte
tonotopique s’affine entre P14 et P20 (les neurones répondent a des bandes fréquentielles

0%, Le cortex auditif est

plus restreintes) et les autres propriétés entre P20 et P4
particulierement sensible a [I'environnement sonore pendant une période
développementale dite critique, entre P14 et P18, ou une privation sensorielle ou un
environnement bruité affecte les interneurones corticaux>®*®**’>, Notons que c’est surtout

une déprivation sensorielle ou un environnement bruité pendant cette période qui induit des

crises audiogénes*’®.
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Les interneurones a parvalbumine participent donc dans le cortex auditif a
I'inhibition anticipatrice, son organisation tonotopique, I'adaptation stimulus
spécifique et dans une moindre mesure a la détection des interruptions bréves d’un
signal. On peut s’attendre a I’existence de défauts pour ces propriétés dans le cortex
auditif de souris mutantes pour Adgrvl, Cdhr23 et Cdhr15, qui ont un nombre réduit

d’interneurones a parvalbumines dans leur cortex auditif.

C. Troubles neurologiques, interneurones et modéles murins

Nous avons vu que CDHR23, CDHR15 et ADGRV1 ont parfois été associés a des
troubles neurologiques (Introduction VC, VD) et que cdhr23, cdhrl5 et adgrvl ont des
profils d’expression conservés chez le macaque. Nous pouvons donc nous attendre a des
défauts dans le développement des interneurones a parvalbumine du cortex auditif chez les
primates. Que sait-on des conséquences cliniques de défauts de développement des

interneurones, et en particulier ceux a parvalbumine ?

Les défauts d'interneurones peuvent se présenter sous plusieurs formes. On peut
observer une diminution du nombre d’interneurones, d’'un ou plusieurs types. Cette
diminution peut résulter de la perte ou de la non intégration d’'une population de précurseurs
d’interneurones. La perte d’'une population de précurseurs d’interneurones peut étre la
conséquence d’'un défaut de prolifération ou de migration (causes intrinséques aux
précurseurs ou extrinseques). La non intégration de précurseurs d’interneurones peut étre
due a des défauts de lamination ou de synaptogenése. On peut observer une mauvaise
distribution des interneurones, sans modification de leur nombre, au sein d’'une colonne
néocorticale ou entre plusieurs aires. On peut aussi ne pas observer les défauts précédents
mais une diminution de I'expression de marqueurs moléculaires participant a la fonction des

interneurones, comme la parvalbumine et les GAD, des défauts métaboliques dans les
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interneurones, ou des défauts dans des structures associées aux interneurones comme des
nids périneuronaux (en anglais, perineuronal nets), formés de marice extracellulaire, qui
protégent les neurones du stress oxydant*”’.

Les patients atteints de schizophrénie, d’épilepsie et d’autisme présentent de tels
défauts d’inhibition, et en particulier des interneurones a parvalbumine. Ces défauts

183213267.477-483  ~ag  troubles

apparaissent dans les modeles murins correspondants
neurologiques ont souvent différentes causes, et les modéles génétiques sont hétérogenes.
De plus, il est souvent difficile d’identifier si les défauts du développement d’interneurones
sont la cause, 'une des causes ou la conséquence du trouble neurologique. Je me
concentrerai donc ici que sur des exemples de modeéles génétiques avec invalidation de
géne dans les interneurones a parvalbumine ou leurs précurseurs, associée a des troubles
neurologiques. En me limitant a cette littérature, j’ai conscience de ne pas prendre en
compte des structures qui interviennent dans le développement des interneurones et dont
des anomalies peuvent entrainer un défaut spécifique aux interneurones. Des interneurones
issus de la MGE migrant aussi dans le striatum, il n’est pas improbable que ces derniers

soient associés a des troubles neurologiques : par exemple, ASCL1 a été associé a la

maladie de Parkinson®,

Un des génes que nous avons rencontrés, ERBB4, est associé a la schizophrénie,
caractérisée par des hallucinations auditives, de la paranoia, des troubles du langage et
de la pensée, des troubles sociaux et souvent associée a des troubles de la mémoire de
travail et de [lattention. Erbb4 a été invalidé chez la souris dans des neuroblastes

4onllox

GABAergiques dés le manteau de la MGE (embryons Lhx6-cre:Erbb ). Cette invalidation

a été suffisante pour entrainer des défauts de synaptogenése entre les neurones
glutamatergiques et les interneurones a parvalbumine (dans les deux sens), sans
modification de la densité des interneurones a parvalbumine. Les animaux étaient moins

anxieux que les contrbles, présentaient des défauts d’interraction avec leurs partenaires

familiers (mais pas les nouveaux), ne créaient pas de nid dans la cage, étaient hyperactifs et
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présentaient de défauts de la mémoire de travail. Cette étude montre donc un lien
probable entre la synaptogenése des interneurones a parvalbumine et des défauts
comportementaux apparentés a la schizophrénie®®. Certains éléments sont en faveur
d'un lien entre la migration des précurseurs d’interneurones et la schizophrénie, sans
validation expérimentale. Par exemple, DISC1 ou NRG1 sont associés a la

schizophénie??277477

et nkx2.1 est prédit comme pouvant interagir avec de nombreuses
protéines encodées par des génes associés a ce trouble®®. Notons qu’'une invalidation de
GAD?2 chez la souris entraine une augmentation de I'anxiété, et en particulier la mémoire

d’une peur induite par des stimuli auditifs*®.

Des défauts de développement des interneurones sont souvent associés a I'épilepsie,
définie par une hypersynchronie corticale*®’. Par exemple, des mutations pour PAFAH1B1,
DCX et ARX sont la cause des malformations cérébrales ou troubles neurologiques dont
'une des caractéristiques ou comorbidités est I'épilepsie. Deux géenes sont directement
associés a I'épilepsie : SCN1A, codant pour le canal sodique dépendant du voltage scnla et
associé aux syndromes de Dravet (épilepsie myoclonique sévere du nourrisson) et GEFS+
(épilepsie généralisée avec crises fébriles +, en anglais, generalized epilepsy with febrile
seizures +), et ERBB4, associé a I'encéphalopathie myoclonique précoce (un trouble
épileptique). Des études ont invalidé chez la souris le géne Scnla dans les interneurones du
télencéphale (souris DIx1/2112b-cre:Scn1a®/®) et Erbb4 dans les interneurones a
parvalbumine (souris Pvalb-cre:Erbb4/®). Ces invalidation sont suffisante pour entrainer
une disposition aux crises épileptiques spontanées et aux crises réflexes thermiques

488

(invalidation de Scnla)™ ou une plus grande disposition aux crises épileptiques dans un

489

modeéle d’induction par stimulations électriques (invalidation de Erbb4) Notons que les

souris homozygotes mutantes pour DIx1 sont disposées a des crises dans un environnement

490491 Ces études

sonore bruyant ou lorsqu’elles sont manipulées par I'expérimentateur
illustrent le lien entre le fonctionnement des interneurones, en particulier ceux a
parvalbumine, et I’épilepsie.
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Les géenes MECP2, CTNNB1, MYH10 et FMR1 sont souvent associés a diverses
formes d’autisme. Une invalidation de Mecp2 chez la souris dans les interneurones a

parvalbumine  (Pvalb-cre:Mecp2'>"™

) est suffisante pour entrainer des défauts de
synaptogenése des interneurones a parvalbumine et pour annuler la période
développementale critique dans le cortex visuel. Cette étude montre donc un lien entre le
fonctionnement des interneurones a parvalbumine et la maturation corticale pendant
la période de développement critigue, ce qui pourrait contribuer au trouble
autistique®®.  Une invalidation chez la souris de Ctnnbl dans les interneurones a
parvalbumine (souris Pvalb-cre:Ctnnb1'™") est suffisante pour entrainer une augmentation
du nombre d’interneurones a parvalbumine dans le cortex préfrontal et une augmentation de
'anxiété accompagnée d’'une altération de l'interaction sociale et de gestes stéréotypiques.
Cette étude donne donc un lien entre le fonctionnement des interneurones a

parvalbumine, a priori dans le cortex préfrontal, et 'autisme*®. Une invalidation chez la

souris de Fmr1 induit une diminution du nombre d’interneurones corticaux a parvalbumine®®*.

Par conséquent, I’étude des modeéles murins de génes associés a des troubles
neurologiques a permis d’illustrer le lien entre un fonctionnement pathologique des
interneurones a parvalbumine et la manifestation de signes associés a ces troubles
neurologiques. Des génes associés au développement des précurseurs
d’interneurones sont associés a ces troubles neurologiques, sans validation encore
par des modéles animaux.

L’existence d’hallucinations auditives chez les patients atteints de schizophrénie ou de
troubles bipolaires pourrait étre associée a des défauts de traitement de linformation
sonore dans le cortex auditif, en particulier de I'inhibition dans le cortex auditif**>*®. Des
troubles d’acquisition du langage chez les enfants avec autisme pourraient étre dus a des
défauts de fonctionnement du cortex auditif*’. Des modéles murins non génétiques pour
lautisme révelent un défaut de traitement de I'information auditive dans le cortex auditif,

mais a priori indépendamment du nombre des interneurones a parvalbumine, suggérant des
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défauts plus fins, & I'échelle du microcircuit*®. En ce qui concerne des modéles murins
geneétiques pour l'autisme, par exemple les souris homozygotes mutantes pour Fmrl, de tels
défauts sont également apparents (avec par exemple, une réponse plus longue a des tons
purs, une tonotopie élargie, une temporalité des réponses plus variable ; se rajoutent chez

ces souris une période critique anormale et une disposition a des crises audiogénes*®’).

Le cortex auditif, et plus en particulier son inhibition, pourraient donc constituer
un module affecté dans ces troubles neurologiques. Il est possible que les personnes
portant des mutations pour CDHR23 ou CDHR15, a I’état homozygote ou hétérozygote,
et ADGRV1, a I'état homozygote, présentent des défauts dans le cortex auditif
semblables aux défauts corticaux généralisés de patients atteints d’autisme, de
schizophrénie, d’épilepsie ou de troubles bipolaires. Dans tous les cas, des
expériences comportementales semblables a celles qui viennent d’étre décrites
devront étre menées avec des animaux mutants pour Cdhr23, Cdhrl5 et Adgrv1l (je n’ai
en tout cas pas observé de défauts comportementaux flagrants en plus de la prédisposition

aux crises audiogénes).

Malgré la complexité des troubles neurologiques cités, les interneurones peuvent étre
l'une des causes de ces troubles (ou au moins de certaines de leurs composantes). Dans
tous les cas, leur développement, leurs connexions et/ou leur physiologie y sont altérés.
Dans le cas de I'épilepsie, certaines formes peuvent étre traitées par des médicaments
antiépileptiques mais 30 a 40% des patients atteints d’épilepsie sont résistants a ces
médicaments. Si le foyer épileptique est détecté et accessible, il peut étre retiré par chirurgie
et certaines formes peuvent étre atténuées par un régime cétogene (avec peu de glucides et
riche en lipides)*®®. Cependant, ces différentes approches ne permettent pas de traiter de
possibles comorbidités neurologiques associées a I'épilepsie. De plus, aucun traitement
médicamenteux n’existe spécifiquement pour la schizophrénie et lautisme. Une des

approches pour remplacer des interneurones inexistants ou rétablir I'inhibition
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pourrait étre une transplantation d’interneurones. Les cellules transplantées peuvent
provenir de précurseurs GABAergiques (notamment provenant de la MGE), de cellules
souches embryonnaires, a partir desquelles nous avons vu qu'il est possible de contréler la
formation d’interneurones a parvalbumine ou somatostatine (Partie 1A), ou de cellules
souches pluripotentes induites ('expression d’Ascll et DIx2 est suffisante pour la
différenciation de cellules en neurones GABAergiques fonctionnels®%°)#99:201-03

Dans différents modéles d’épilepsie (génétiques ou induits) chez les rongeurs, en
particulier d’épilepsie du lobe temporal, ces transplantations ont permis de diminuer la
disposition des animaux aux crises épileptiques. En ce qui concerne la mémoire a court ou
long terme, les études sont contradictoires. De plus, les effets a long terme d'une
transplantation sont mal connus®*%%:°%2°%,

Quelques études se sont concentrées sur des transplantations de précurseurs
d’interneurones dans I'hippocampe de modéles murins (génétiques et non génétiques) de
schizophrénie. Il est apparu une diminution de I'hyperactivité des animaux ainsi qu’une
augmentation des capacités d’apprentissage et de mémorisation. Une étude similaire de
transplantation dans le cortex préfrontal a corrigé certains traits comportementaux :
exploration de nouveaux objets et une réponse normale a des stimuli acoustiques (en
anglais, startle reflex)®. Ces résultats sont donc encourageants pour corriger I'activité
de certaines régions télencéphaligues dans des modéles de schizophrénie, mais ne
permettent pas de corriger tous les défauts comportementaux.

Des interneurones transplantés issus de la MGE arrivent a s’intégrer a long terme dans
le cortex visuel de souris et sont fonctionnels. Leur transplantation permet d’« ouvrir » a
nouveau la période développementale critique®”, c’est-a-dire que le cortex visuel peut
modifier ses cartes de représentation sensorielle en s’adaptant a I'environnement visuel. La
transplantation d’interneurones pourrait donc étre une voie d’approche pour corriger une

maturation du cortex auditif, qui aurait été altérée par un environnement sonore trop bruyant

ou au contraire dont le spectre fréquentiel aurait été appauvri°®.
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Afin d’étre opérante, une transplantation de précurseurs d’interneurones doit
prendre en compte la nature du défaut d’inhibition (le trouble neurologique est-il di a
trop ou peu d’inhibition ? Le défaut d’inhibition est-il localisé ou généralisé ?), les régles
locales d’intégration des interneurones (une fraction des interneurones de méme origine
clonale se regroupent dans le néocortex ; mon travail de thése montre I'existence d’'une
population de neuroblastes GABAergiques adressée a une aire néocorticale donnée ; entre
15 et 20% seulement des précurseurs d’interneurones transplantés survivent*®®, soit moins
qu’in vivo ou 60% des interneurones immatures survivent aprés la phase d’apoptose), les
régles d’intégration postnatale alors que les interneurones sont déja intégrés dans un
réseau et d’intégration dans un réseau pathologique, I'intégration a long terme des
cellules transplantées, I'origine des interneurones et leur cinétique de développement
différentes chez I’lhumain (nous avons vu que des interneurones naissent dans la zone
sous-ventriculaire externe corticale, en quoi ces interneurones different de ceux provenant
de la MGE et de la CGE n’est pas encore bien établi; de plus, la cinétique de

développement neuronale est plus lente chez I'humain®®

). Une telle transplantation devra
non seulement diminuer les défauts neurologigues majeurs (par exemple la disposition
aux crises épileptiques) mais aussi rétablir les fonctions plus fines des régions
pathologiques et la possibilité d’effets secondaires non souhaités (il faudra par exemple
s’assurer de l'impossibilité pour les cellules transplantées d’entrer en mitose ce qui pourrait
former des tumeurs ; certains animaux deviennent hyperactifs aprés transplantation des
précurseurs d’interneurones*®).

Une des limites de la transplantation de cellules souches embryonnaires est que ces
cellules viennent de cerveaux ou de tissus de foetus humains. Cela pose des questions
éthiques ainsi que des questions techniques. A quel stade prélever les cellules ? Doit-on
seulement considérer la MGE ou également la zone sous-ventriculaire externe ? Comment
générer tous les types d’interneurones et en quantité suffisante ? Comment ne transplanter

que les cellules d’intérét ? Quel est le génome de ces cellules ? C’est pourquoi les cellules

souches pluripotentes induites pourraient pour ces raisons étre plus pratiques. Leur

161



transplantation demande cependant de connaitre le programme génétique des cellules a
transplanter (nous avons vu qu’il est connu chez la souris pour les grands types cardinaux
d’interneurones mais pas pour leurs sous-types et si 'humain semble montrer des profils
d’expression semblables des molécules participant & ce programme, ce programme n’y est
pas encore bien connu) et éventuellement de corriger des mutations qui seraient présentes

dans le génome du patient.

D. Perspectives

On peut envisager comme perspectives d’étudier chez les souris prédisposées aux
crises audiogénes le fonctionnement de leur cortex auditif a I'état basal et pendant une crise
audiogéne, aux stades de la manifestation des crises (P21-P27) et aux stades précédents et
ultérieurs. On peut aussi imaginer la création de lignées murines exprimant de maniére
conditionnelle sous la dépendance des promoteurs de Cdhr23 et Cdhrl5 des molécules
permettant de contrdler I'activité des interneurones issus des neuroblastes GABAergiques
synthétisant cdhr23 et cdhrl5 (par exemple, par optogénétique). Cela permettrait d’étudier
les caractéristiques électrophysiologiques propres a ces interneurones, si elles existent, ou
en tout cas aux interneurones a parvalbumine du cortex auditif. De plus, la région des
ganglions de la base contenant des interneurones issus de neuroblastes, ayant exprimé
cdhr23 et cdhrl5, devra étre précisée.

Par ailleurs, les précurseurs d’interneurones issus de la MGE participent au
développement des oligodendrocytes par une action paracrine. L'absence de ces
précurseurs dans le cortex, limite le développement des oligodendrocytes®®. Il serait ainsi
intéressant d’étudier le développement des oligodendrocytes dans le cortex auditif des
animaux mutants chez qui une diminution du nombre d’interneurones est observée.

Ces études chez la souris permettront d’établir une liste de défauts possibles chez les

patients atteints d’'USH1 et USH2, ainsi que chez les parents des patients atteints d’'USH1.
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Des études cliniques chez ces populations pourraient permettrent d’identifier des défauts
fonctionnels du cortex auditif ou des troubles neurologiques plus larges. Les patients atteints
d’'USH1 portent généralement des implants cochléaires, sensés rétablir la perception
auditive, partant du principe que le cortex auditif s’adaptera par plasticité neuronale aux
signaux envoyés par I'implant cochléaire®. Il se pourrait que ce ne soit pas le cas. Cela
expliquerait pourquoi certains patients avec des mutations pour CDHR23 et CDHR15 ont
des difficultés a comprendre le langage suite a la pose d’un implant cochléaire (Introduction

Partie VC).
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lll.  Proposition : il existe des populations de neuroblastes GABAergiques
adressés a des régions télencéphaliques précises selon un « code

d’adhérence cellulaire »

Mes résultats indiquent que des protéines d’adhérence sont co-exprimées par une
population de neuroblastes GABAergiques a partir de leur stade postmitotique dans la région
ventrale du manteau de la MGE, a partir de E13,5 (elles ne sont plus détectées dans le
manteau de la MGE a E14,5-E15,5). Elles sont exprimées jusqu’a ce que ces neuroblastes
arrivent dans des régions des ganglions de la base ainsi que le cortex auditif, uniqguement. A
ce stade, 30% des neuroblastes GABAergiques du cortex auditif issus de la MGE co-
expriment les deux protéines. A E18,5, le marquage pour les deux protéines d’adhérence est
restreint au cortex auditif, et a P27 une baisse du nombre d’interneurones a parvalbumine

n’est observée que dans le cortex auditif.

Se pose donc la question d’'un possible code moléculaire, et plus particulierement d’'un
« code d’adhérence cellulaire », permettant d’adresser les neuroblastes GABAergiques a
une aire néocorticale donnée. Cela signifie qu’il existerait plusieurs populations de
neuroblastes GABAergiques portant des protéines d’adhérence différentes, populations et
protéines qui seraient spécifiques d’aires corticales restreintes. J'ai évoqué la question d’'un
possible regroupement d’interneurones de méme origine clonale. Il est possible que la
population de neuroblastes GABAergiques que j'ai étudiée soit d’origine clonale. Il est aussi
possible qu’elle se distingue d’autres populations lors d’étapes post-transcriptionnelles. Dans
ce cas, le code s’établirait au moment de la différenciation des neuroblastes dans le
manteau de la MGE, et avant ou indépendemment de la ségrégation des populations a
destination néocorticale et striatale. Si un tel code existe, il faudra identifier d’autres
populations GABAergiques dans le manteau de la MGE, dont les protéines d’adhérence

présenteraient des profils d’expression a E18,5 restreints a une ou quelques aires
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fonctionelles néocorticales. Nous avons vu que le répertoire des cadhérines, exprimées de
maniére combinatoire, n'est pas suffisant pour adresser les neuroblastes a toutes les
colonnes néocorticales mais seulement pour un adressage rudimentaire. L’adressage a des
aires néocorticales pourrait constituer cet adressage rudimentaire. Il a été proposé que
I'existence d’un code moléculaire rudimentaire, dans I'espace (des profils large d’expression
de ses composantes moléculaires), dans le temps (le code peut étre nécessaire a
l'intégration d’'un neurone seulement a un stade développemental donné) et dans sa force
(des effets stochastiques peuvent étre nécessaire). L’activité du réseau neuronal,
dépendante par exemple de I'environnement sensoriel, permettrait ensuite d’affiner les

connexions synaptiques®®.

Nous avons vu qu’une fraction seulement des interneurones de méme origine clonale
sont dans plusieurs structures télencéphaliques. Il serait intéressant de savoir si les
neuroblastes GABAergiques exprimant cdhr23 et cdhrl5 sont adressés aux régions
auditives des ganglions de la base et s’il existe un code d’adressage aux régions
télencéphaliques participant a la méme fonction. La réponse a cette question permettrait de
savoir si I'existence d’un « code d’adhérence cellulaire » participerait a la mise en place de
réseaux neuronaux et/ou a 'adressage d’interneurones ayant des propriétés, par exemple
électrophysiologiques, différentes. Le partage d’un code entre les différentes structures
télencéphaliques permettrait de diminuer la finesse de ce code.

Seulement 30 a 50% des précurseurs d’interneurones a parvalbumine du cortex auditif
co-expriment cdhr23 et cdhrl5, en provenance des deux flux de migration tangentielle. Il
faudra préciser si seulement une fraction des interneurones a parvalbumine est concernée
par un « code d’adhérence cellulaire », si les interneurones a somatostatine et ceux issus de
la CGE sont adressés eux aussi a des aires néocorticales données, ce que suggeére I'étude

publiée en 2013 par Ciceri et al.™°.
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A quel moment participerait ce code ? C’est-a-dire, a quel moment les aires corticales de
destinations exprimeraient de maniére spécifique des protéines d’adhérence interagissant
avec celles portées par les neuroblastes GABAergiques ? Nous pouvons imaginer que c’est
au moment de I'entrée dans la plaque corticale, et donc de I'entrée en migration radiaire,
ainsi qu’au moment de la synaptogenése que ce code interviendrait. Nous avons en effet vu
que les neuroblastes GABAergiques contactent la glie radiaire avant d’entrer dans la plaque
corticale et que tous n’adoptent pas le méme comportement suite a ces contacts. De plus,
suite a la migration et au début de la synaptogenése, 40% des interneurones immatures
entrent en apoptose. Si un code moléculaire d’adressage des interneurones immatures
existe, des protéines d’adhérence situées sur la glie radiaire ou exprimées par les neurones
pyramidaux pourraient le lire, en interagissant avec les molécules d’adhérence exprimées
par les neuroblastes GABAergiques. Cela pourrait expliquer pourquoi seulement une partie
des neuroblastes GABAergiques greffés dans un cortex s’y intégrent. Pour tester cette
hypothése, il faudra utiliser des souris rapporteuses sous le contrble par exemple du
promoteur de Cdhr23 ou Cdhrl5 afin d’identifier si ce sont bien les interneurones immatures
non marqués qui entrent en apoptose dans le cortex auditif et des interneurones immatures
marqués qui entrent en apoptose dans d’autres cortex. De plus, il conviendra de déterminer
si un tel code d'adhérence repose principalement sur des interactions attractives ou

répulsives.

Les protéines d’adhérence impliquées dans ce code pourraient intervenir de maniéere
secondaire dans d’autres mécanismes : par exemple, I'interaction avec le substrat pendant
la migration tangentielle ou la participation aux propriétés intrinseques migratoires des
neuroblastes GABAergiques, comme la polarité cellulaire. En effet, si je n’observe pas
d’entrée dans le néocortex des neuroblastes GABAergiques exprimant cdhr23 ou cdhr15
chez les embryons mutants homozygotes pour Cdhrl5 ou Cdhr23, ce n’est peut-étre pas par
absence de lecture du « code d’adhérence » proposé mais une conséquence du role

subcellulaire de cdhr23 et cdhr15. L'absence d’entrée de ces neuroblastes dans le néocortex
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des mutants Adgrvl” suggére toutefois une lecture de ce code en amont de la migration

radiaire.

En conclusion, fondée sur les résultats obtenus, I'existence d’un « code
d’adhérence cellulaire » d’adressage des neuroblastes GABAergiques a des régions
télencéphaliques précices, est proposée. La découverte d’autres populations de
neuroblastes GABAergiques adressées a d’autres aires néocorticales que le cortex
auditif, qui synthétiseraient des molécules d’adhérence distinctes, d’'une part, et
d’autre part de leurs interactants dans les régions de destination, confirmerait cette
hypothése. L’expression différentielle de ces molécules pourrait s’opérer dés le stade
progéniteur et correspondre a des populations d’interneurones d’origine clonale mais
pourrait aussi s’opérer de maniére post-transcriptionnelle au moment de la
différenciation des neuroblastes dans le manteau de la MGE. Ce « code d’adhérence »
pourrait intervenir au moment de [I’entrée en migration radiaire ou de la

synaptogenése, éventuellement en amont, pendant la migration tangentielle.

168



Matériel et méthodes






Animaux. L’expérimentation animale a été effectuée selon la réglementation francaise
et européenne concernant le bien-étre animal (directive européenne 2010/63 et décret
francais 118 du 1° février 2013), avec I'accord du comité d’éthique de I'Institut Pasteur. Les
lignées murines Adgrvi™"® (Adgrvi” et Adgrvi”) et Adgrvi™™ (Adgrvi™ et
Adgrv1¥™YFP) ' Nkx2.1-cre, et celles exprimant de maniére constitutive la RFP ont été
généreusement cédées par Makoto Sato (Université de Fukui, Japon)**" Nicoletta
Kessaris (University College London, Royaume-Uni)®*, et Anna-Katerina Hadjantonakis
(Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New York, Etats-Unis), respectivement. Les souris
Cdhr15®*, qui portent une mutation ponctuelle conduisant & un décalage de la phase de
lecture et I'apparition d’'un codon-stop anticipé au sein de Cdhrl5, et Rosa-tdTomato, ont été
obtenues des Jackson Laboratories (Bar Arbor, Etats-Unis). Les souris Cdhr23®¢ &
(Cdhr23% " Ccdhr23™+2Y%%  (Cdhr23*” et Cdhr23"), otogéline™"* (otogéline™), et

510,511,512

stéréociline®™?®? (Strc”)*®, ont été décrites dans des articles publiés . Les souris

Cdhr15®>" (Cdhr15'*) ont été générées par I'Institut Clinique de la Souris (iCS, lllkirch,

France)*.

Les souris avaient un fond génétique mixte (C57BL/6JRj et SV/129;
C57BL/6JR]j, SV/129 et Swiss pour les souris Rosa-tdTomato). Les souris sauvages sont
toujours des animaux des mémes portées que les souris mutantes, excepté pour
'expérience d’injection de vecteur lentiviral qui a été faite sur des animaux C57BL/6JRj en
provenance de Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). Les souris mutantes ont été
élevées a l'animalerie Monod de ['Institut Pasteur, exceptées les souris Nkx2.1-cre:Rosa-
tdTomato, Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato:Cdhr23°"°* et Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato:Cdhr23'>
qui ont été élevées a 'animalerie Lwoff de I'Institut Pasteur. Les différentes lignées murines

élevées au laboratoire ont été entretenues par Typhaine Dupont, Céline Trébeau et

Sébastien Le Gal.

171



Tests auditifs. Les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale de

513

xylazine (7.5 mg/kg) et kétamine (75 mg/kg). Les PEAs”™ ont été enregistrés en réponse a
des tons purs dont la fréquence était de 5, 10, 15, 20, 32, et 40 kHz. Les intensités sonores
étaient entre 15 dB et 115 dB SPL, de 5 dB en 5dB SPL. Les PEAS étaient moyennées sur
100 a 200 stimulations. Les seuils des PEAs ont été définis au niveau sonore le plus bas
resultant des ondes reconnaissables. L’amplitude de 'onde | des PEAS a été estimée en
mesurant la différence de voltage entre le pic de I'onde | et le creux entre 'onde | et 'onde Il
La latence de l'onde | a été mesurée comme étant la différence entre I'envoi du son et
'apparition du pic de I'onde |. Les réponses des électrodes ont été amplifiées (gain de
10 000), filtrées, converties de maniére digitale, et moyennées avec un systéme d’acquisition
compressif.

Les OEAs des produits de distortion ont été enregistrées avec un microphone
miniature a I'entrée du canal auditif"™*. Deux sons purs primaires ont été envoyés de maniére
stimultanée (sons de fréquences f; et f,) : f, était comprise entre 5 et 20 kHz et le ratio f,/ f;
était de 1.2. Le son de différence cubique a 2f; — f,, le produit de distortion le plus important
produit par l'oreille des mammiféres, a été mesuré pour des fréquences sonores primaires
d’intensité égale, de 40 a 75 dB SPL.

Les PEAs et les OEAs des produits de distortion ont été mesurés par Paul Avan

(excepté pur les souris injectées d’un vecteur lentiviral).

Stimulations sonores. La disposition aux crises audiogeénes a été testée en envoyant
aux animaux des sons purs a partir d’'un haut-parleur calibré (de 5 kHz a 40 kHz) placé au
dessus d'un cylindre large en plexiglas (hauteur : 30 cm, diamétre : 15 cm) contenant les
souris libres de leurs mouvements. Les stimulations sonores ont été arrétées des le début de
la course folle afin d’empécher I'apparition des autres étapes des crises audiogenes. J'ai
évalué la proportion des animaux manifestant des crises audiogenes entre P21 et P35, avec
des stimulations de haute intensité (100-110 dB SPL) de basse fréquence (entre 8 et 15

kHz) pendant au plus 1 minute.
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Injection de vecteur lentiviral. Les souriceaux ont été anesthésiés par hypothermie a
P1 ou par isoflurane a P10 (4% d’isoflurane pendant l'induction, 2% sous masque). J'ai
utilisé un microinjecteur (Nanoliter 2000, World Precision Instruments, Sarasota, USA) pour
injecter 70 nL de vecteur lentiviral (Pgk::cre-GFP ou Pgk::GFP, 10’ TU/mL, Kerafast, Boston,
USA) de maniéere bilatérale dans le cortex temporal afin de cibler le cortex auditif, ou dans le

cortex dorsal, pour cibler le cortex moteur.

Anesthésie des souriceaux. Dans le cadre du protocole d’injection du vecteur
lentiviral, le comité d’éthique de I'Institut Pasteur avait demandé a Julie Catteau (Unité de
Neurobiologie Intégrative des Systémes Cholinergiques) et moi-méme de réaliser une étude
comparative de I'anesthésie des souriceaux (de PO a P1) sur la glace ou a l'isoflurane. La
littérature scientifique apporte peu dinformations sur l'anesthésie des souriceaux,
notamment sur son efficacité et ses effets négatifs lors de I'acte chirurgical et le
développement post-natal des souris. Dans ce projet, nous avons comparé I'anesthésie a
lisoflurane et I'hypothermie, deux techniques utilisées pour anesthésier les souriceaux. En
effet, le souriceau n’a pas la méme sensibilité que I'adulte aux anesthésiques et il apparait
nécessaire d’adapter les procédures utilisées aux particularités de I'dge postnatal.

Concernant I'anesthésie par hypothermie (33 petits), les souriceaux ont été placés sur
la glace, recouverte d’'un gant pour éviter un contact direct. Concernant I'anesthésie par
isoflurane (33 petits), les petits ont été placés dans une chambre d’induction avec un flux
d’isoflurane a 4% jusqu’a endormissement complet, puis I'anesthésie a été maintenue grace
a un masque et un flux a 2% d’isoflurane.

Une aiguille avec butée a été plantée dans les deux hémisphéeres des petits (P1)
anesthésiés, dans la région du cortex moteur (1 mm latéral, 1 mm postérieur, 1 mm de
profondeur, par rapport au bregma). Dans les deux cas, les souriceaux ont été placés sur
une plaque chauffante avant de retourner avec leur mére. Deux groupes ont été constitués
pour chaque portée : anesthésiés a l'isoflurane ou sur glace (repérés par tatouage a la patte

antérieure droite ou gauche).
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Les vitesses d’endormissement et le taux de mortalité entre le début de I'anesthésie et
le retour a la mére ont été mesurés. Les animaux ont ensuite été suivis quotidiennement.
Nous avons été attentifs aux signes de douleur comme une mauvaise prise alimentaire qui
peut étre due, au départ, a un rejet de la meére ou a un probléeme du petit. Dans ce cas, le
petit est visiblement plus petit et/ou d’'une couleur différente. Son estomac peut apparaitre
vide alors qu’il devrait étre rempli de lait. D’autres signes évalués comme représentatifs
d’'une douleur ont été I'exclusion du petit du groupe de la portée, le plus souvent dans le nid,
ainsi que sa mobilité. Les conséquences de la procédure sur les petits des deux groupes
(mortalité éventuelle, problémes divers décrits précédemment) ont été mesurées jusqu’a
P35, stade ou leur disposition aux crises audiogénes a été observée. Les animaux ont été
mis a mort a ce stade.

Le temps moyen d’endormissement par hypothermie a été de 4,2 minutes (+/- 1,3) et
I'acte chirurgical d’environ 40 secondes (+/- 10) ; la durée totale sur la glace a donc été de
4,9 minutes (+/- 1,4). Le temps moyen d’endormissement sous isoflurane a été de 49
secondes (+/- 17, p < 10™, test de Student) et sous masque d’environ 49 secondes (+/- 40,
p > 0.05, test de Student) ; la durée totale moyenne sous anesthésie a donc été de 1,6
minutes (+/- 0,8, p < 10™, test de Student). L'expérience a ét¢ menée sur 59 petits (29
anesthésiés a l'isoflurane et 30 par hypothermie) issus de 5 portées. Tous ont survécu et se
sont bien portés jusqu’a P35. Les proportions de souris manifestant des crises audiogenes
ne sont pas significativement différentes (p > 0.05, test Chi2), méme si une tendance indique
une disposition plus faible si 'anesthésie est par hypothermie (10% versus 22%).

En conclusion, dans notre expérience, I'anesthésie n’a pas d’influence sur la survie et
la bonne santé des animaux. L’anesthésie a lisoflurane est plus rapide, les animaux
anesthésiés sur la glace montrent une tendance non significative a une plus faible
disposition aux crises audiogénes. Si les deux types d’anesthésie semblent comparables en
ce qui concerne la survie des animaux, I'anesthésie a lisoflurane peut se révéler plus
pratique car beaucoup plus rapide. En revanche, elle ne serait pas conseillée dans des

modeéles de crises audiogéenes.
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Préparation des tissus. Les tranches cryoconservées de cerveau d’embryon (E63 et
E85) de macaque (Macaca fascicularis) ont été fournies par Colette Dehay (plateforme
PrimaLyon, Institut Cellule Souche et Cerveau, INSERM, Bron, France). Pour estimer 'age
des embryon, 'apparition des bouchons vaginaux aprés accouplement des femelles avec les
males a été considérée comme correspondant au stade embryonnaire EO0,5. Les embryons
de souris ont été disséqués et fixés par immersion dans 4% de paraformaldéhyde (PFA)
dans un tampon phosphate salin (PBS, pour phosphate-buffered saline). Les cerveaux des
souriceaux ont été sortis de la boite cranienne avant leur fixation dans la solution de 4% de
PFA dans le PBS. Aux stades plus tardifs, les souris ont été anesthésiées profondément par
un mélange de xylazine (60 mg/kg) et kétamine (150 mg/kg) par injection intrapéritonéale
avant de subir une perfusion intracardiaque de 4% de PFA dans du PBS. Les tissus
embryonnaires murins ont été fixés pendant trois jours dans le mélange de PFA dans le
PBS, puis lavés dans du PBS, avant d’étre inclus dans 2% d’agarose pour obtenir des
tranches flotantes (50 um d’épaisseur) a 'aide d’'un vibratome (Leica Biosystems, Wetzlar,
Allemagne), ou pendant la nuit avant d’étre lavés dans du PBS, cryoprotégés par immersion
dans une solution de 30% de sucrose dans du PBS et cryoconservés par inclusion dans de
I'optimal cutting temperature coumpound (VWR International, Radnor, USA) pour obtenir des
tranches au cryostat (20 um d’épaisseur). Aprés P20, j’ai réalisé des tranches flotantes de 50
Mm d’épaisseur a l'aide du cryostat. Quand cela était nécessaire, les tranches ont été

déposées sur des lames Superfrost Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig, Allemagne).

Immuno-marquages. Suite au tranchage des tissus, les tranches ont été
perméabilisées dans une solution de 0,25% de Triton X-100 dans du PBS (Sigma-Aldrich) et
bloqués dans une solution de 1% d’albumine de sérum bovin (AppliChem, Darmstadt,
Allemagne) dans du PBS. Les anticorps primaires ont été appliqués dans une solution de
0,1% de Triton X-100 et de 1% d’albumine de sérum bovin dans du PBS.

Les anticorps primaires suivants ont été utilisés : sérum de lapin anti-adgrvl (région N-

terminale) (1:100; utilisés pour les immuno-marquages présentés en Figures 29 et 30 ;
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anticorps précédemment décrit®), et anticorps polyclonal de lapin anti-adgrvl (région C-
terminale) (1:500; utilisés pour les immuno-marquages présentés en Figures 31 et 32 ;
précédemment décrit®?), anticorps polyclonal de lapin anti-casp3 (1:500; #HPA002643,
Sigma-Aldrich, Saint-Louis, Etats-Unis), anticorps polyclonal de lapin anti-cdhr23 (épitope
dans la partie extracellulaire comprenant EC11) (1:300; C1EC11, précédemment décrit*®®),
anticorps polyclonal de lapin anti-cdhrl5 (épitope dans la partie extracellulaire proche du

domaine transmembranaire) (1:300; P1ExJM, précédemment décrit®®®

, utilisés dans les
immuno-marquages présentés en Figures 17C, 18, 20A (coronal), 20B, 20D, 21A, 23A,
23C, 23E-F, 28A, 31, 32), anticorps monoclonal de souris anti-cdhrl5 (épitope dans a partie
extracellulaire comprenant EC7 et EC10 (1:300; #sc-377235, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Etats-Unis ; utilisés dans les immuno-marquages présentés en Figures 17E, 19B,
Figures 20A (horizontal), 20C, 21B, 29F), anticorps polyclonal de lapin anti-doublecortine
(1:2000; #ab18723, Abcam, Cambridge, Royaume-Uni), anticorps monoclonal de souris anti-
dix5 (1:500; #SAB1412173, Sigma-Aldrich), anticorps polyclonal de poulet anti-GFP,
reconnaissant aussi la YFP (1:1000; #ab13970, Abcam), anticorps monoclonal de souris
anti-nestine (1:1000; #556309, BD Biosciences, Franklin Lake, Etats-Unis), anticorps
polyclonal de lapin anti-MKI67 (1:100; #ab15580, Abcam), anticorps monoclonal de souris
anti-parva (1:500; #SAB4200545, Sigma-Aldrich), anticorps polyclonal de lapin anti-RFP,
reconnaissant aussi tdTomato (1:2000; #3993-100, Clontech Laboratories, Mountain View,
Etats-Unis), anticorps polyclonal de lapin anti-sst (1:250; #ab22682; Abcam) et anticorps
monoclonal de souris anti-y-tubuline (1:500; #T6557; Sigma-Aldrich).

Les épitopes détectés par les anticorps de lapin anti-cdhr23, anti-cdhrl5, et de souris
anti-dIx5 sont conservés chez les protéines analogues chez le macaque. L’épitope de souris
détecté par I'anticorps de lapin anti-adgrvl (region C-terminale) est a 93% identique chez le
macaque. Les anticorps de lapin anti-cdhr23, anti-cdhrl5, et anti-adgrvl (region C-terminale)
ont déja été utilisés chez le macaque®. L’anticorps de souris anti-nestine a été montré

comme fonctionnant chez les primates (DSHB Hybridoma Bank).

176



Les anticorps secondaires suivants ont été utilisés (1:500) : anticorps de chévre anti-
poulet Alexa Fluor 488 (#A11039; Life Technologies, Waltham, Etats-Unis), anticorps de
chévre anti-souris Alexa Fluor 488 (#A21121; Life Technologies), Atto550 (#43394; Sigma-
Aldrich), et Atto647 (#50185; Sigma-Aldrich), anticorps de chévre anti-lapin Atto488 (#18772;
Sigma-Aldrich), Atto550 (#43328; Sigma-Aldrich) et Atto647N (#40839; Sigma-Aldrich).

Quand deux anticorps primaires produits dans la méme espéece ont été utilisés, le
méme protocole a été suivi mais en deux étapes® : une protéine a été imuno-marquée puis le
tissu a été fixé dans une solution de PFA 4% dans du PBS pendant 30 minutes, puis lavé, et
ensuite immuno-marqué pour la seconde protéine.

Les filaments d’actines ont été révélés par de la phalloidine Atto-565 (1:1000, #94072,
Sigma-Aldrich). Les noyaux cellulaires ont été révélés par du 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (1:7500, #D9542, Sigma-Aldrich). L’apopotose a été révélée par la méthode TUNEL
(pour terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) (Roche, West Sussex,
Royaume-Uni)>*°.

Les échantillons ont été montés dans du Fluorsave (Calbiochem, San Diego, Etats-
Unis). Les images ont été acquises avec un microscope confocal LSM-700 (Zeiss,
Oberkochen, Allemagne) avec un objectif 63x NA 1.4 a plan apochromatique et a immersion
a huile, un objectif 25x NA 0.8 LCI a plan Neofluar a immersion a huile, un objectif 5x NA
0.16 a plan apochromatique sans immersion, ou un objectif 20x NA 0.8 a plan
apochromatique sans immersion, ou un macroscope MVX10 (Olympus Tokyo, Japon).
Toutes les images ont été converties au format RGB avec ImageJ (NIH, Bethesda, Etats-
Unis) et traitées avec Photoshop (Adobe, San José, Etats-Unis). Les images des Figures
17B-C, 18, 19B, 20A, 21A, 21B (immuno-marquage cdhr23/cdhrl5), 22A, 24A & 24C
(larges vues), 27A, 29A (larges vues), 29E-F, 29H-1 (vues zoomées), 31, 32 sont des
simples plans. Les images des Figures 17D-E, 20B-D, 21B (marquage y-tubuline), 22B,
23B-C, 23E-F, 24A & 3C (vues zoomees), 24E, 27B, 28A-D, 29A (vues zoomeées), 29C,

29G, 29H-1 (larges vues) sont des projections moyennes de plans dans I'axe des Z.
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Certaines images représentatives ont été prises avec Vincent Michel. La plupart des

figures issues de I'article de thése ont été montées par Nicolas Michalski.

Quantification des marquages sur tranches histologiques. Le nombre de corps
cellulaires cdhr23/cdhrl5/tdTomato, tdTomato, parva ou sst a été quantifié avec l'outil “spot
detector” (points lumineux sur un fond noir ; sensibilité¢ : 100%) du logiciel Icy®*® (Institut
Pasteur, Paris, France). Seulement les corps cellulaires d’un diamétre supérieur a 10 pm ont
été considérés. La fluorescence moyenne des tranches a E14,5 sections a été mesurée
avec ImageJ, en comparant les régions d’intéréts dans le subpallium et le cortex
embryonnaire adjacent. L’épaisseur de la plaque corticale et la surface du cortex auditif ont
été mesurées avec le logiciel Icy (étude a partir d'un maquage pour le DAPI) sur cing
tranches successives (la tranche la plus antérieure est celle ou commence laire Al, la plus

postérieure, celle ou le troisiéme ventricule disparait).

Cultures d’explants de MGE et guantification de la migration. Des lamelles de
verre stériles ont été recouvertes de polylysine/laminine (Poly L Lysine hydrobromide
#P1524, Sigma-Aldrich; laminine #L2020, Sigma-Aldrich) ou de polylysine/laminine/cdh2,
comme décrit dans Luccardini et al., 2013%*"*. Le substrat cdh2 a été préparé a partir d’'une
chimere cdh2-h-Fc (#6626-NC-050, Bio-Techne, Minneapolis, Etats-Unis). Chaque MGE
d’embryons a E13,5 a été disséquée en sectionnée en 9 explants, placés sur le substrat et
cultivés 19 heures sur la laminine ou 24 heures sur cdh2/laminine dans du DMEM-F12
(#31331028, Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis) complété de 37% de glucose (#G7021,
Sigma-Aldrich), de 2% de B27 (#17504044, Fisher Scientific), de 1% de N2 (#17502048,
Fisher Scientific), de 1% de Glutamax et de 20 U/mL de penicilline/streptomycine
(#15140122, Fisher Scientific). Les explants de MGE ont été fixés par incubation dans du
PFA 4% dans un tampon phosphate contenant 0,33 M de sucrose pendant 24 heures, avant

de suivre le protocole d'immuno-marquage. Dans le cas de I'immuno-marquage présenté en
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Figure 21B (immuno-marquage cdhr23/cdhrl5), les échantillons n’ont pas été
perméabilisés. J'ai réalisé ces expériences sous I'encadrement de Christine Métin.

Pour les greffes d’explants de MGE dans des tranches télencéphaliques, des tranches
de 250 um ont été tranchées a l'aide d’un vibratome manuel, greffées d’'un explant de MGE
dans leur subpallium a I'aide d’'une pipette en verre et cultivées 24 heures, dans les mémes
conditions que sur substrat synthétique. Cette expérience a été réalisée par Christine Métin.

Avec Jacques Boutet de Monvel, nous avons caractérisé les différences des profils de
migration entre les neuroblastes sauvages et sans cdhr23 ou cdhrl5, en considérant une
population de neuroblastes isolés de I'explant suite a leur migration. Ont été analysées les
caractéristiques géométriques des processus et des lamellipodes des neuroblastes
sélectionnés et segmentés manuellement sur des images issues de projections de plusieurs
plans dans I'espace en utilisant une interface Matlab. Nous avons mesuré I'angle entre le
vecteur allant du centrosome au centre du noyau et I'axe du processus conducteur dans les
cellules unipolaires.

La surface de migration (autour de I'explant, en excluant I'explant) a été mesurée avec
le logiciel Icy. Pour les cultures sur laminine, jai sommé les aires de migration des 9 explants
pour chaque MGE. Pour les cultures sur cdh2/laminine et de greffe d’explant dans des
tranches télencéphaliques, j'ai considéré individuellement pour chaque MGE les trois
explants avec l'aire la plus grande. Dans ce dernier cas, l'aire de migration marquée pour
l'actine était de 1,67 £ 0.33 mm?2 (n = 17) pour les explants sauvages, 1,35+ 0.20 mm2(n=9
explants) pour les explants Cdhr23” (p = 1), et de 1,90 + 0.54 (n = 27 explants) pour les

explants Cdhr15" (p > 0,4 pour les comparaisons entre les sauvages et chaque mutant).
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Analyses statistiques. Les données sont exprimées par leur moyenne + I'écart-type
de la moyenne (SEM, pour standard error of the mean). Sans mention contraire, le nombre
(n) dans les figures et le texte correspond au nombre de réplicats biologiques issus
d’échantillons indépendants (individus). Les animaux de chaque groupe proviennent d’au
moins deux portées indépendantes. Les immuno-marquages ont été réalisés au moins trois
fois dans chaque cas. Les données ont été analysées avec lgor Pro (WaveMetrics), Prism
(Graphpad), et l'outil en ligne BiostaTGV fondé sur le logiciel R (Institut Pierre Louis
d'Epidémiologie et de Santé Publique, INSERM, UPMC, Paris, France). Le test bilatéral non
paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé pour comparer des groupes non appariés. Les
proportions de souris ont été comparées par le test de Chi2 (avec la correction de Yates) ou
le test exact de Fisher, en fonction de la taille de I'échantillon. La corrélation entre la
disposition aux crises audiogénes et le nombre d’interneurones a parvalbumine dans les
groupes Cdhr23*" et Cdhr15"® g été réalisée avec le test de Mann-Whitney aprés ANOVA
pour le facteur génétique. Les distributions de la position angulaire du centrosome ont été
comparées avec le test de Kolmogorov-Smirnov. Les différences ont été considérées comme
étant statistiquement significatives si p < 0,05. Les astérisques sur les graphes indiquent la la
significativité statistique des différences (', p < 0,05; ", p < 0,01; et ~, p < 0,001), et ns (pour

no significant) indique une différence non statistiguement significative (p > 0,05).
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Post-propos

Les interneurones corticaux ont été décrits a la fin du XIX*"® siécle dans les études de
Santiago Ramén y Cajal®*® et de Camillo Golgi®’ comme étant des neurones avec des axones
courts, par opposition aux neurones pyramidaux et aux cellules étoilées épineuses. Au cours du
XX sigcle, leurs caractéristiques morphologiques, électrophysiologiques et moléculaires ont été
précisées (par exemple, en 1959 par Edward Gray®'’ et en 2000 par Anirudh Gupta, Yun Wang et
Henry Markram®®®). Il a en particulier été observé que les interneurones sont GABAergiques et
la seule source de GABA dans le cortex par Charles Ribak en 1978 chez le rat>® et en 1981 par
Anita Hendrickson, Stephen Hunt et Jang-Yen Wu chez le macaque®. La parvalbumine a été
identifiée comme étant synthétisée par une majorité des interneurones chez les rongeurs en 1986 par
Marco Celio®.

En 1997, Stewart Anderson, David Eisenstat, Limin Shi et John Rubenstein ont pour la
premiére fois révélé qlue les interneurones naissent dans le subpallium puis migrent vers le
cortex chez la souris*’ ; Hynek Wichterle et al. dans le laboratoire d’Arturo Alvarez-Buylla précisent
en 1999 que ces neurones proviennent surtout de la MGE®. En 2002, Kresimir Letinic, Roberto
Zoncu et Pasko Rakic font la proposition d’une seconde source d’interneurones dans le cortex
des primates345. Les études qui ont suivi ont précisé lorigine des différentes populations
d’interneurones et on décrit les premiéres molécules impliquées dans la migration tangentielle des
neurones inhibiteurs, notamment l'implication de molécules répulsives comme slit (Yan Zhu et al.
1999, dans le laboratoire d’Yi Rhao)49 et les sémaphorines, identifiées dans ce systeme en 2001 par
Oscar Marin et Avraham Yaron et al. dans les laboratoires de John Rubenstein et Marc Tessier-
Lavigne®®®. Le développement des outils génétiques a permis de commencer a étudier les différents
lignages issus des éminences ganglionnaires. Ainsi, en 2008, deux études identifient Nkx2.1 comme
étant un géne central dans le développement des interneurones issus de la MGE (Simon Butt et al.,
dans le laboratoire de Gord Fishell ; Sandrina Nébrega-Pereira et al., dans le laboratoire d’Oscar
Marl'n)l“’zzo. Ces études ont ouvert la voie a I'étude des facteurs impliqués dans la genése des deux
lignages d’interneurones de la MGE, synthétisant la parvalbumine ou la somatostatine, comme un
gradient de shh (Qing Xu et al. 2010, dans le laboratoire de Stewart Anderson)™*.

Certains se sont penchés sur la migration tangentielle a I'échelle cellulaire, soit en étudiant le
réle intrinséque dans la migration tangentielle de Protéines exprimées dans les neuroblastes, comme
slc12a5 (Dante Bartone et Franck Polleux, 2009) *® ou diaphl (Ryota Shinohara et al. 2012, dans le
laboratoire de Shuh Narumiya)®®!, soit en s'intéressant au role ou a la dynamique de différents
compartiments cellulaires (par exemple dans Mitsutoshi Yanagida et al. 2012, dans le laboratoire de
Fujio Murakami®®® ; Jean-Pierre Baudoin et al. 2012, dans le laboratoire de Christine Métin°®). Peu
d’études se sont concentrées pour linstant sur le développement des interneurones aux stades
précoces postnatals. Notons les études publiées par Derek Southwell et al. en 2012 sur I'apoptose
des interneurones immatures dans le cortex murin pendant la premiére semaine postnatale®* et par
Mercedes Paredes et al. en 2016 dans le laboratoire d’Arturo Alvarez-Buylla montrant que des
neuroblastes GABAergiques continuent a migrer chez I'humain aprés la naissance®?.

En 2011, Keith Brown et al., dans le laboratoire de Song-Hai Shi'*’, ont ouvert le débat

sur la distribution des interneurones de méme origine clonale dans le télencéphale, en
proposant qu’ils occupent des aires néocorticales, voire des colonnes néocorticales
communes. En 2013, Gabriele Ciceri et al., dans le laboratoire d’Oscar Marin'*®, ont des
conclusions similaires. Des études contradictoires n'ont pas tardé a étre publiées en 2015,
suggérant qu’en réalité les interneurones clonaux se distribueraient de maniére aléatoire dans le
télencéphale (Christian Mayer et al., dans le laboratoire de Gord Fishell ; Corey Harwell et al., dans le
laboratoire d’Arnold Kriegstein)16°’162, études suivies en 2016 de nouveaux échanges et nouvelles
analyses de données précédemment publiées (Khadeejah Sultan et al., dans le laboratoire de Song-
Hai Shi ; Miguel Turrero Garcia et al., dans le laboratoire de Corey Harwell ; Christian Mayer et al.,
dans le laboratoire de Gord Fishell)158'161’164. La question porte maintenant sur la pertinence biologique
de considérer une colonne néocorticale ou une aire néocorticale concernant la distribution non
aléatoire des interneurones clonaux.

Mon travail de thése*'?, d’abord dans la continuité des études sur les génes de surdité, nous a

conduits sur le terrain de recherche du développement des interneurones et sur ces questions non
complétement résolues des aspects cellulaires et moléculaires liés a leur migration ainsi qu’a
I'existence possible de population d’interneurones spécifiques d’aires néocorticales.
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Abstract

Many genetic forms of congenital deafness affect the sound reception antenna of cochlear
sensory cells, the hair bundle. The resulting sensory deprivation jeopardizes auditory cortex (AC)
maturation. Early prosthetic intervention should revive this process. Nevertheless, this view assumes
that no intrinsic AC deficits coexist with the cochlear ones, a possibility as yet unexplored. We show
here that many y-aminobutyric acid (GABA)ergic interneuron precursors, from their generation in the
medial ganglionic eminence up to their settlement in the AC, express two cadherin-related (cdhr)
proteins, cdhr23 and cdhrl5, that form the hair bundle tip-links gating the mechanoelectrical
transduction channels. Mutant mice lacking either protein showed a major decrease in the number of
parvalbumin interneurons specifically in the AC, and displayed audiogenic reflex seizures. Cdhrl5-
and Cdhr23-expressing interneuron precursors in Cdhr23” and Cdhrl5" mouse embryos,
respectively, failed to enter the embryonic cortex and were scattered throughout the subpallium,
consistent with the cell polarity abnormalities we observed in vitro. In the absence of adhesion G
protein-coupled receptor V1 (adgrvl), another hair bundle link protein, the entry of Cdhr23- and
Cdhrl5-expressing interneuron precursors into the embryonic cortex was also impaired. Our results
demonstrate that a population of newborn interneurons is endowed with specific cdhr proteins,
necessary for these cells to reach the developing AC. We suggest that an “early adhesion code”
targets populations of interneuron precursors to restricted neocortical regions belonging to the same
functional area. These findings open up new perspectives for auditory rehabilitation and cortical

therapies in the patients.
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Significance statement

In early-onset genetic forms of deafness, deficits of the auditory sensory organ are sufficient
to account for the hearing impairment. However, the possibility that intrinsic deficits of the auditory
cortex coexist with the peripheral deficits is still unexplored. We show, in rodents and primates, that
the cadherin-related proteins cdhr23 and cdhrl5 are expressed by many interneuron precursors
targeted specifically to the auditory cortex. A deficiency of either protein results in the failure of
these interneuron precursors to enter the embryonic cortex and in abnormally small numbers of
parvalbumin interneurons in the auditory cortex only. These findings should lead to an improvement
of hearing rehabilitation strategies in patients and open up new genetic approaches for studying

auditory cortex development and function.
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Introduction

The study of inherited forms of deafness in humans has greatly advanced our understanding
of the molecular and cellular mechanisms underlying sound processing in the auditory sensory organ,
the cochlea (1). Most mouse models for these deafness forms faithfully reproduce the hearing deficits
observed in humans. Furthermore, most of the genetic forms of profound congenital deafness studied
to date can be accounted for by deficits of the cochlea. Many of these deafness forms result from
structural and functional abnormalities of the hair bundle (2), a tuft of microvillus-like apical
protrusions, the stereocilia, forming the mechanosensitive antenna of the sensory hair cells (Fig.
S1B).

Early auditory deprivation, such as that due to congenital profound deafness, has major
consequences for the maturation of the central auditory system, including the auditory cortex (AC).
AC maturation involves successive sensitive periods of cortical plasticity, in which several features,
such as the tonotopic organization (sound frequency map) of the AC (3) and the balance between
neuronal excitation and inhibition (4), are established under the influence of the acoustic environment
(5, 6). This neural plasticity is particularly prominent early in life, shortly after hearing onset, and is
jeopardized by the lack of auditory stimulation experienced by children with profound congenital
deafness. However, early prosthetic interventions, in which profoundly deaf children are fitted with
cochlear implants, restore AC maturation through electrical stimulation of the auditory nerve, as
indicated by studies in deaf kittens (7, 8).

Much attention has been focused on the impact of auditory deprivation on AC maturation.
However, the possibility that AC intrinsic deficits coexist with peripheral auditory deficits in some
genetic forms of deafness has not yet been explored despite the expected impact on rehabilitation in
the patients. Such associated central intrinsic deficits would probably be masked by the peripheral

deficits. Given the major role played by adhesion proteins in brain development, we addressed this
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issue by studying mouse models for two genetic forms of profound congenital deafness resulting
from mutations of CDHR23 and CDHRI5, encoding two cadherin-related (cdhr) transmembrane
proteins, cdhr23 and cdhrl5 (also known as cadherin-23 and protocadherin-15, respectively; Fig.
S1A-B). Within the hair bundle, cdhr23 and cdhrl5, which have unusually long ectodomains (9, 10)
(Fig. S1A), interact through their two most amino-terminal cadherin repeats to form an overlapped,
antiparallel heterodimer (11). They form the tip links (12), fine filaments connecting the tip of a
stereocilium to the side of the adjacent taller stereocilium that convey sound-evoked mechanical
forces to the mechanoelectrical transduction channels. They also form transient lateral links
connecting the stereocilia together, and some of the stereocilia with the kinocilium, during hair
bundle morphogenesis (13-15) (Fig. S1B). The absence of mechanoelectrical transduction currents in
the cochlear hair cells is sufficient to account for the profound deafness of patients lacking either
cdhr23 or cdhrl5 (12, 16). Our explorations of the expression of cdhr23 and cdhrl5 during brain
development and of mouse mutants lacking either cdhr protein revealed that both proteins were
required for the development of GABAergic interneurons in the AC. The development of these
interneurons also required adgrvl (also known as gpr98, vlgrl, or massl), which forms another type

of hair bundle links, the ankle links.
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Results

Cdhr23 and Cdhrl5 are expressed in the MGE-derived interneurons of the developing auditory
cortex

We first studied the expression profiles of cdhr23 and cdhrl5 in the mouse embryonic
telencephalon at the end of corticogenesis, on embryonic day 18.5 (E18.5). Both proteins were
detected in the neocortex. Remarkably, immunostaining was restricted to the developing AC (Fig.
1A). The mammalian neocortex contains glutamatergic excitatory neurons (85% of all neocortical
neurons in rodents) and y-aminobutyric acid (GABA)ergic inhibitory interneurons (17, 18). In E18.5
Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato mice, immunostaining for cdhr23 and cdhrl5 in the AC was limited to
tdTomato-labeled (tdTomato+) neurons, the GABAergic interneuron precursors that are derived from
the Nkx2.I-expressing progenitors of the medial ganglionic eminence (MGE) and the preoptic area of
the subpallium, the ventral part of the telencephalon (19) (Fig. 1B). About a third of AC tdTomato+
neurons were labeled by anti-cdhr23 or anti-cdhr15 antibodies (30 + 3%; n = 10 embryos). Almost all
these neurons (96 = 1%; n = 5 embryos on E18.5) stained for one cdhr protein were also stained for
the other (Fig. 1C). Immunostaining for cdhr23 and cdhrl5 persisted in tdTomato+ interneurons on
P5 (Fig. 1D), but had disappeared by P7 (Fig. S2A).

We then examined the expression of Cdhr23 and Cdhrl5 at earlier stages. Unlike
glutamatergic neurons, which are generated in the proliferative ventricular zone of the neocortex and
migrate radially to form the future six layers of the cortical plate, neocortical GABAergic
interneurons undergo a long migration from their place of birth. They first migrate tangentially within
the subpallium, then within the neocortex to reach their final destination, and finally migrate radially
to their ultimate cortical layer position (Figs. 1B, 2A) (20, 21). Cdhr23 and cdhr15 were first detected
in the telencephalon on E13.5, in newborn tdTomato+ interneuron precursors derived from the

ventral MGE mantle zone (Figs. 2A-C, S2B-C), but not in their MKI67-immunoreactive proliferating
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progenitors (Fig. 2D) or in the caudal ganglionic eminence (Fig. S2D). Notably, almost all the
neurons of the ventral MGE mantle zone stained for one cdhr protein were also stained for the other

(Fig. 2E).

Mutant mice deficient for cdhr23 or cdhr15 have abnormally small numbers of parvalbumin
interneurons in the auditory cortex

We then investigated whether interneurons expressing parvalbumin (PV) or somatostatin
(SST) (22), the two GABAergic interneuron populations derived from Nkx2./-expressing progenitors
(23, 24), were affected by the absence of cdhr23 or cdhrl5. Markedly fewer PV interneurons were
detected in the AC of three-week-old Cdhr23”" mice (2-fold fewer; P = 0.008) and Cdhr15™3"3
mice (4.2-fold fewer; P = 0.004) lacking cdhr23 and cdhrl5, respectively, than in the AC of their
wild-type littermates (Fig. 3A). By contrast, the numbers of AC SST interneurons were unchanged (P
=0.14 and P = 0.15 in Cdhr23™ and Cdhr15™>"" mice, respectively; Fig. 3C). Despite the strong
reduction in the number of PV interneurons in the AC, the cortical thickness of the AC in wild-type
(1007 + 31 pm, n = 8 mice), Cdhr23” (955 + 32 um, n = 8 mice) and Cdhri5™>""31 (980 + 21 pum,
n = 8 mice) mice, and the estimated surface of the AC per section in wild-type (1.11 = 0.09 mm? per
section, n = 5 mice), Cdhr23” (1.16 + 0.08 mm? per section, n = 5 mice) and Cdhrl5™ >3 (1.15 +
0.06 mm? per section, n = 5 mice) mice, were similar (P > 0.4 for all comparisons).

We asked whether this major PV interneuron deficit resulted from the absence of cochlear
mechanoelectrical transduction in Cdhr23” and Cdhr15®"*7" mice, by studying Cdhr23"" and
Cdhr15"*7" heterozygous mice, which have no cochlear deficit (25) (Fig. S3A-B). At three to four
weeks of age, these mice also had fewer PV interneurons in the AC, with interindividual variation,
than wild-type mice (1.6-fold and 1.8-fold fewer, on average, respectively; P < 10°; Fig. 3B). PV
interneuron deficits are often implicated in seizure disorders (26). We therefore investigated the

susceptibility of Cdhr23"" and Cdhr15"™ mice to audiogenic seizures, reflex seizures triggered by
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loud sounds (27). Audiogenic seizures were observed in a large proportion of Cdhr23*" (51%, n =
49) and Cdhrl 531 (38%, n = 50) mice, but not in their wild-type littermates (n = 40 and n = 36,
respectively; P < 10™* for both comparisons). These seizures occurred only in mice with at least a 1.6-
fold decrease in the number of PV interneurons in the AC (P < 10™* for both comparisons; Fig. 3B).
This susceptibility was not linked to the sex of the affected mice (10 of 20 females and 11 of 23
males for affected Cdhr23"" mice, P = 0.87; 6 of 20 females and 13 of 24 males for affected
Cdhr15"™3" mice, P = 0.19) or that of the parent transmitting the mutation (14 of 25 and 10 of 18
offspring produced by Cdhr23"" mothers and fathers, respectively, P = 0.77; 6 of 15 and 13 of 29
offspring produced by Cdhrli 57237 mothers and fathers, respectively , P = 0.98). In contrast, the
numbers of SST interneurons were normal in the AC of Cdhr23" and Cdhr15"*7" mice (P=0.91
and P = 0.85, respectively; Fig. 3C). Notably, the numbers of PV interneurons in the somatosensory
and motor cortices were unaffected in Cdhr23" and Cdhr15"™ mice (P=0.63, P=1,P=0.11, P
= 0.85 in the somatosensory cortex of Cdhr23"" and Cdhr15" mice and in the motor cortex of
Cdhr23"" and Cdhr15"7*7" mice, respectively; Fig. 3D-E). Thus, the absence of cdhr23 or cdhrl5

severely impairs the development of PV interneurons in the AC but not in other cortices.

Mutant mice deficient for cdhr23 or cdhrl5 in GABAergic interneurons have abnormally small
numbers of PV interneurons in the auditory cortex

We looked for the origin of the PV interneuron deficit in Cdhr23” and Cdhr15®7""= mice.
We used Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato mice (19) to conditionally inactivate Cdhr23 and Cdhrl5 in
MGE-derived interneuron precursors. Nkx2.l is transiently expressed by cortical interneuron
precursors of the MGE and preoptic area, which give rise to all the PV and SST interneurons of the
neocortex (19, 28). We crossed Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato mice (19) with either Cdhr23"°* mice
(29) or Cdhr15"Y'* mice to obtain Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato; Cdhr23'°Y'* mutant mice, or Nkx2.1-

cre:Rosa-tdTomato; Cdhr15' " mutant mice (hereafter referred to as Cdhr23 ¢cKO or Cdhrl5 cKO
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mice). Cdhr23°¥'* or Cdhr15°¥'** littermates that do not express cre, or Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato
mice, were used as controls. On P27, audiogenic seizures were detected in 87% of Cdhr23 cKO mice
(n = 18) and 73% of Cdhr15 ¢cKO mice (n = 15), but in none of their control littermates (P < 10™ and
P < 107 for Cdhr23 cKO and Cdhrl5 cKO mice, respectively). Markedly fewer PV interneurons
were detected in the AC of P27 Cdhr23 cKO (2.3-fold fewer; P = 0.008) and Cdhri5 cKO mice (2.4-
fold fewer; P = 0.008) than in Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato mice (Figs. 4A-B, S4). In contrast, the
numbers of SST interneurons in the AC were normal in Cdhr23 ¢cKO (P = 0.69) and Cdhri5 cKO
mice (P = 0.22; Fig. 4A-B). The numbers of tdTomato+ interneurons, in which PV or SST were not
detected, were unchanged in Cdhr23 cKO (P = 0.42) and Cdhri5 cKO mice (P = 0.15; Fig. 4A-B),
which excludes the possibility that a mere loss of PV expression without loss of interneurons could
account for the abnormally small number of PV interneurons. This demonstrates that the deficit of
PV interneurons in the AC results from the lack of expression of Cdhr23 or Cdhrl5 in MGE-derived

interneuron precursors.

Loss of PV interneurons upon in situ deletion of Cdhrl5 in the temporal cortex of newborn mice

We then assessed the role of cdhr23 and cdhrl5 at early postnatal stages, by studying the
impact of a postnatal in situ deletion of Cdhrl5 in the temporal cortex. A lentiviral vector encoding a
cre recombinase fused to the green fluorescent protein (LV-cre-GFP) was injected into the temporal
cortex of Cdhrl5°* mice on P1 (LV-cre-GFP Pl-injected Cdhr15 " mice), when immature
neurons begin to form synapses (30). Cdhrl5 and cdhr23 were no longer detected in the AC of these
mice on P5 (Fig. 5A). Moreover, in these mice, but not in LV-cre-GFP Pl-injected wild-type mice,
many AC neurons stained for both GFP and the GABAergic interneuron marker DIx5 (31),
expressed, mostly in layer IV, caspase-3, a protein involved in cell apoptosis (Fig. S5B). On P24,
audiogenic seizures were observed in all LV-cre-GFP Pl-injected Cdhrl 5 mice (n = 12), but not

in LV-cre-GFP Pl-injected wild-type mice (n = 7; P < 10*) or other controls including non-injected

10
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Cdhr15"* mice (n = 8, P < 10™), LV-GFP Pl-injected Cdhr15 ' mice (n = 4, P < 10™), and
Cdhr15°" mice receiving LV-cre-GFP injection into the temporal cortex on P10 (n =8, P < 10*) or
into the motor cortex on P1 (n = 9, P < 10™*). LV-cre-GFP Pl-injected Cdhrl5 ' mice that
received injection in the temporal cortex had markedly fewer PV interneurons in the AC (2.6-fold
fewer) than LV-cre-GFP Pl-injected wild-type mice (n = 6 for both genotypes; P = 0.004; Fig. 5B-
C), with unaffected ABR thresholds (Fig. SSA). Thus, PV interneuron deficits restricted to the AC
can cause audiogenic seizures. Moreover, these results demonstrate the crucial role of cdhrl5 in the

survival of immature interneurons of the AC that give rise to PV interneurons.

A population of interneuron precursors requires both cdhr23 and cdhrl5S to enter the
embryonic cortex

We then investigated a possible role of cdhr23 and cdhrl5 in the early development of cortical
interneurons. On E14.5-E15.5, in Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato embryos, tdTomato+ interneuron
precursors expressing Cdhr23 (cdhr23+) and/or Cdhril5 (cdhrl5+) were detected within the
subpallium and along the superficial and deep tangential migratory routes of interneurons in the
developing cortex (23) (Figs. 6A, S1C, S7TA). In contrast to the postnatal in situ deletion of Cdhri5
that led to the lack of expression of Cdhr23 in the developing AC, interneuron precursors of
Cdhr23" and Cdhrl15" embryos each retained the expression of cdhrl5 and cdhr23, respectively.
Remarkably, on E14.5, cdhr15+ and cdhr23+ neurons in Cdhr23" and Cdhri5" embryos,
respectively, were abnormally scattered throughout the subpallium (Fig. 6B), with no signs of
apoptosis (Fig. S6A). They were absent from the embryonic cortex, whereas the streams of
tangentially migrating neurons stained for doublecortin appeared unaffected (Fig. S6B). The
fluorescence ratio between cdhr signals in the embryonic cortex and subpallium was much lower in

Cdhr23" (0.07 + 0.04, n = 5) and Cdhr15" (0.17 + 0.05, n = 5) embryos than in wild-type embryos
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(1.2£0.07, n="T; P =0.003 for both comparisons). Thus, both cdhr23 and cdhr15 play crucial roles

in the migration of MGE-derived interneuron precursors towards the embryonic cortex.

Cell polarity defects in Cdhr23" and Cdhr15" MGE-derived interneuron precursors

We therefore explored whether the absence of cdhr23 or cdhrl5 affected the migration of
MGE-derived interneuron precursors on synthetic substrates in vitro. Cdhr15+ or cdhr23+ neurons
leaving E13.5 Cdhr23" or Cdhr15" MGE explants, respectively, cultured on a laminin substrate,
migrated over much smaller areas (2.4-fold and 6.7-fold smaller, respectively) than cdhr23+/cdhr15+
neurons leaving wild-type MGE explants (P < 107 for both comparisons; Fig. S7B). By contrast, the
migration area was unaffected by culturing MGE explants on a cadherin-2 (cdh2, N-
cadherin)/laminin substrate stimulating neurite outgrowth in vitro (32) (see Methods; P > 0.4 for both
comparisons; Fig. S7C). Both cdhr23 and cdhrl5 were localized at the leading processes and growth
cones (Figs. 6C, S7TD-E). They were coexpressed in 87% of the neurons leaving E13.5 wild-type
MGE explants that express cdhr23 and/or cdhrl5 (n = 108 neurons). The percentage of neurons with
more than one process was three times greater in cdhr15+ neurons leaving Cdhr23™" explants (18%, n
=131 neurons; P = 0.004) than in cdhr23+/cdhr15+ neurons leaving wild-type explants (6%, n = 113
neurons), but was unaffected in cdhr23+ neurons leaving Cdhr15" explants (n = 118 neurons; P =
0.74; Fig. 6C). In cdhr23+ neurons migrating from Cdhrl15" explants, however, the centrosome was
randomly distributed around the nucleus rather than preferentially facing the leading process as in
cdhr23+/cdhrl5+ neurons migrating from wild-type explants (Kolmogorov-Smirnov test, P < 107;
Fig. 6C) and cdhr15+ neurons migrating from Cdhr23" explants (Kolmogorov-Smirnov test, P =
0.95). These cell polarity deficits of newborn interneurons are consistent with the in vivo misrouting
of interneuron precursors (32) in Cdhr23™" and Cdhr15" embryos (Fig. 6B). They suggest that both

cdhr23 and cdhrlS5 contribute to interneuron precursor cell polarity, but through different activities.
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Impaired entry of MGE-derived GABAergic interneurons expressing cdhr23 and cdhrl1S5 into
the embryonic cortex of mutant mice lacking adgrvl

We then asked whether the hair bundle of auditory hair cells and the interneurons of the
auditory cortex share other critical proteins for their respective development. Based on the
susceptibility to audiogenic seizures of Adgrvi ”~ mice, which have a moderate hearing impairment on
P20-P30 (33-35), we focused on adgrvl, a member of the adhesion G-protein-coupled receptor
family with a very long extracellular region that forms transient lateral links between stereocilia, the
ankle links, during hair bundle development (36, 37) (Fig. S1A-B). On P24, audiogenic seizures were
observed in all Adgrv]'/’ mice (7 = 36), but none of the Adgrv]”' mice (n =21; P < 1077). Adgrv]'/'
mice also had fewer PV interneurons in the AC than their Adgrvi - littermates (3.1-fold fewer, n =5
for both genotypes, P = 0.008; Fig. 7A), but normal numbers of AC SST interneurons (P = 0.2; Fig.
7B).

In E13.5-E14.5 mice, adgrvl was detected in the subpallium, including the mantle zone of the
MGE and the MGE ventricular zone containing MKI67-labeled progenitors (Figs. 7C, S8A). On
E18.5, adgrvl was mostly detected in the nestin-labeled processes of radial glial cells in the AC (Fig.
S8B). In E14.5 Adgrvi " mice, the entry of neurons expressing cdhr23 and cdhr15 into the embryonic
cortex was impaired (Fig. 7D). The fluorescence ratio between cdhr-immunoreactive signals in the
embryonic cortex and subpallium was 34% lower in AdgrvI” embryos (0.8 + 0.04, n = 7) than in
wild-type embryos (1.2 + 0.07, n =7, P < 10™). Thus, adgrv1 is also involved in the development of
PV interneurons in the AC, and in the entry of cdhr23- and cdhrl5-expressing interneuron precursors

into the embryonic cortex.

Similar expression profiles of cdhr23, cdhr15, and adgrv1 in mouse and macaque

Finally, we addressed the issue of the conservation of expression profiles for cdhr23, cdhrl5,

and adgrvl in primate embryos. In E63 macaque embryos (equivalent to E13-E14 mice (38)), the
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three proteins were immunodetected in the MGE (Fig. 8A). On E85 (equivalent to E17-E18 in the
mouse) (38), cdhr23 and cdhrl5 were detected in DIx5-immunoreactive GABAergic interneuron
precursors of the AC (31) (Figs. 8B-C, S9), and adgrvl was detected in the nestin-labeled processes
of AC radial glial cells (Figs. 8B, 8D, S9). The expression profiles of cdhr23, cdhrl5, and adgrvl in

the embryonic telencephalon are thus similar in mouse and macaque.
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Discussion

Our results reveal that AC interneuron development is impaired in mutant mice defective for
Cdhr23, Cdhrl5, or Adgrvi. The lack of cdhr23, cdhrl5, or adgrv1 in these mice affects the entry of
Cdhri5-, Cdhr23- and Cdhr23-/Cdhrl5-expressing interneuron precursors, respectively, into the
embryonic cortex, leading to a greatly decreased number of PV interneurons in the AC (Fig. S1).

The observed interneuron precursor migration deficits are not a consequence of the peripheral
auditory impairment present in Cdhr23™, Cdhr15*"™ and Adgvr1™ mice (12-14), because they
are detectable as early as E.14.5, long before the onset of hearing (~P12-P13 in mice). The
abnormally small number of PV interneurons in the AC and the susceptibility to audiogenic seizures
induced by the in situ deletion of Cdhrl5 in the temporal cortex on P1 revealed an additional intrinsic
role of cdhrl5 in the developing AC before the onset of hearing. Given the co-expression of Cdhr23
and Cdhrl5 in immature interneurons of the AC, and the lack of expression of Cdhr23 on P5 after the
deletion of Cdhri5, cdhr23 probably plays a similar role in the early postnatal AC. Finally, a cortical
origin for the PV interneuron deficit in the AC is further supported by the observation of a similar
defect in Cdhr23"" and Cdhr15"™3' mice and in Cdhr23 cKO and Cdhr15 ¢cKO mice, which have no
peripheral hearing deficit.

Converging lines of evidence indicate that the Cdhr23- and Cdhri5-expressing interneuron
precursors of the MGE develop into PV interneurons of the AC. Cdhr23- and Cdhrl5-expressing
interneuron precursors are found in the ventral part of the MGE on E13.5, the time and place at
which future cortical PV interneurons are generated (39). From E13.5 to P7, labeling for cdhr23 and
cdhrl5 is limited to MGE-derived interneuron precursors, which mature into PV and SST
interneurons. By PS5, Cdhr23- and Cdhrl5-expressing interneuron precursors are mostly found
accumulated in cortical layer IV in the AC, the preferential location of PV interneurons (40). The
number of SST interneurons, the other subclass of MGE-derived interneurons, was not affected in

Cdhr23, Cdhrl5, and Adgrvl mutant mice. Moreover, Cdhr23 and Cdhrl5 expression in interneuron
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precursors was found to be restricted to the developing AC on E18.5, like the decrease in the number
of PV interneurons in three-week-old Cdhr23 and Cdhrl5 mutant mice. Finally, the conditional
deletion of Cdhr23 and Cdhrl5 in MGE-derived interneurons at the progenitor stage reproduced the
PV interneuron deficit and led to a susceptibility to audiogenic seizures. Together, these results
demonstrate that the population of Cdhr23- and Cdhrl5-expressing interneuron precursors of the
MGE gives rise to a large fraction of the PV interneurons in the AC.

The numbers of PV interneurons in the AC of Cdhr23"" and Cdhr15"™3' mice, although
systematically small, differed strongly between individual mice, as did susceptibility to audiogenic
seizures. The origin of this heterogeneity remains unclear, but was not related to the sex of the
affected heterozygous mouse or of the parent transmitting the mutation (which would have suggested
genomic imprinting of Cdhr23 and Cdhrl5). Genetic background or a random monoallelic
expression of Cdhr23 and Cdhrl5 in the telencephalon (already reported for both genes in neural
progenitor cells derived from mouse embryonic stem cells (41)), may account for this variability.

What roles do cdhr23 and cdhrl5 play in interneuron precursors? Migration areas were
markedly smaller for cdhrl5" interneuron precursors and cdhr23” interneuron precursors growing out
of Cdhr23" and Cdhrl5 MGE explants cultured on laminin substrate, respectively, than for
cdhr23"/cdhrl15" interneuron precursors growing out of wild-type MGE explants, suggesting a
motility deficit and/or a polarity defect of these migrating neurons. The migration areas observed on
a substrate consisting of cdh2 and laminin, promoting the motility of interneuron precursors, were no
smaller than normal, but neurons lacking either cdhr23 or cdhrl5 displayed cell polarity defects,
albeit with different manifestations. These cell polarity defects are consistent with the dispersion of
these interneuron precursors in the subpallium of mutant embryos. On P1, a developmental time-
point at which interneuron precursors have reached their final AC destination, the in situ deletion of
Cdhrl5 in the temporal cortex led to apoptosis of local interneuron precursors. This additional role of

cdhrl5 may reflect the early involvement of this cdhr in GABAergic interneuron synaptogenesis,
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which is considered to be essential for interneuron survival (42). This dual role is reminiscent of that
reported for two other adhesion proteins in GABAergic interneuron precursors in the embryonic
telencephalon: celsr3 (also known as adgrc3) (43) from the flamingo cadherin (9) and adhesion G-
protein coupled receptor families (44), and cdh2 (32). However, these two proteins are not required
for the specific targeting of interneuron precursors to a particular neocortical area. Cdh?2 is critically
involved in the cell polarity and migration of GABAergic interneuron precursors, whereas celsr3 is
required for the entry of interneuron precursors expressing calbindin-2 (also known as calretinin) into
the embryonic cortex, and both proteins are also involved in synaptogenesis (45, 46).

Previous studies have shown that most clonally related interneurons derived from the MGE
are targeted to one telencephalon structure (47-49), where they form clusters (50, 51). Regardless of
the possible clonal relationship between Cdhr23-/Cdhri5-expressing GABAergic interneuron
precursors in the AC, our results indicate that these precursors are targeted specifically to the AC
immediately after their birth. Based on the critical role of adhesion proteins cdhr23 and cdhrl5 in the
targeting and survival of newly born GABAergic interneuron precursors in a specific cortical area,
the developing AC, reported here for the first time, we suggest that there is an “adhesion code”,
which functions early in development and targets particular populations of newborn MGE-derived
GABAergic interneuron precursors to functionally specific areas of the neocortex.

The conservation, from mouse to macaque, of the expression profiles of the three proteins
studied here suggests the existence of an intrinsic deficit of PV interneurons in the AC of humans
carrying CDHR23, CDHRI15, or ADGRVI mutations, despite differences in the origin of these
neurons in the human brain (52). After the fitting of cochlear implants, some of these patients have
been reported to face unusual speech-recognition difficulties not observed in patients with mutations
of other deafness genes (53). These difficulties might be related to the involvement of PV
interneurons in the experience-driven neural plasticity underlying AC maturation (8, 54) and the

temporal precision of sound detection critical for speech perception (55). The shaping of the

17



365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

perception of several acoustic features throughout life, including frequency discrimination acuity (56)
and the detection of unexpected sounds, also involves PV interneurons of the AC (57).

The results presented here suggest the possible involvement of other deafness genes
underlying peripheral auditory deficits in the development and functioning of the AC. Mutations of
CDHR23 or CDHRI5, and of ADGRVI are responsible for type 1 and type 2 Usher syndrome,
respectively. These autosomal recessive disorders combine congenital hearing impairment with
delayed-onset sight loss. The formation of protein complexes containing cdhr23, cdhrl5, or adgrvl
together with other Usher syndrome gene products in both hair cells and photoreceptor cells (58-60)
identifies these proteins as attractive candidates for involvement in AC interneuron development.
Broadening our view by identifying the other proteins involved will help to clarify the evolutionary
steps accounting for the use of the same essential proteins for the development of the cochlea and the
auditory cortex.

The impact of sensory deprivation on AC development in people with genetic forms of
deafness has so far overshadowed the consideration of possible intrinsic cortical deficiencies.
Advances in our understanding of the hidden intrinsic cortical deficits of hereditary forms of deafness
should provide a scientific basis for improving auditory rehabilitation in patients and for the
development of cortical therapies. This work should also pave the way to the development of a
genetic approach to the cellular and molecular mechanisms involved in AC development and

functioning.
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Materials and methods

A detailed description of the methods is available in SI Appendix, Materials and Methods. Animal
experiments were carried out in accordance with French and European regulations. Approval for the
experiments using animals was obtained from the Animal Use Committee of Institut Pasteur.
Susceptibility to audiogenic seizures was evaluated using high-intensity (100-110 dB) continuous
pure tones (8-15 kHz) lasting up to one minute. Hearing tests were performed as described in (61,
62). For immunofluorescence analyses, the antibodies directed against cdhr23 and cdhr15 were used
as described in (16, 59). Culture of MGE explants and quantification of neuronal migration were

carried out as described in (32).
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Figures

Figure 1. Expression of Cdhr23 and Cdhrl5 in MGE-derived interneuron precursors in the
developing auditory cortex in mice

(4) Horizontal (upper panel) and coronal (lower panel) sections through the developing auditory
cortex (AC) of wild-type E18.5 mouse embryos immunostained for cdhr23 and cdhrl5. (B) Diagram
of the migration routes of MGE-derived interneurons in the developing neocortex, and corresponding
coronal sections of the AC of a Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato E18.5 mouse embryo immunostained for
tdTomato and cdhr23 or cdhrl5, with detailed views of tdTomato+ cdhr23+ or cdhrl5+ interneurons
(lower panel). (C) Coronal section of the AC of a wild-type E18.5 mouse embryo immunostained for
cdhr23 and cdhrl5. (D) Coronal section of the AC of a Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato P5 mouse
immunostained for tdTomato and cdhr23 or cdhrl5. Cell nuclei are stained in blue (DAPI).
Abbreviations: H, hippocampus; A/S/I/OC, auditory/somatosensory/insular/orbital cortex; E/VC,
entorhinal/visual cortex; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical plate; mz,

marginal zone; IN, interneuron; p, posterior; 1, lateral; m, medial; d, dorsal.

Figure 2. Co-expression of Cdhr23 and Cdhrl5 in MGE-derived postmitotic interneuron
precursors in mice

(4) Diagram of the tangential migration routes of MGE-derived interneurons on a coronal section of
the mouse embryonic telencephalon on E13.5-E15.5. (B,C) Coronal basal telencephalon sections of a
Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato E13.5 embryo immunostained for tdTomato and cdhr23 (B) or cdhrl5
(0), with detailed views of the MGE shown below. Note the expression of cdhr23 and cdhrl5 in
tdTomato+ neurons of the striatum and globus pallidus. (D) Coronal section of the MGE of a wild-
type E13.5 embryo, immunostained for cdhr23 and MKI67, a cell proliferation marker. (E) Detailed

view of the MGE of a wild-type E13.5 embryo immunostained for cdhr23 and cdhrl5.
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Abbreviations: NCx, neocortex; L/MGE, lateral/medial ganglionic eminence; POA, preoptic area;
GP, globus pallidus; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical plate; mz,

marginal zone; 1, lateral; m, medial; d, dorsal.

Figure 3. Abnormally small number of PV interneurons in the auditory cortex of mice with
mutations of Cdhr23 or Cdhrl5

(4, B) Density of PV interneuron cell bodies in the auditory cortex (AC) of wild-type, Cdhr23" and
Cdhr15*7""* mice (4), and in the AC of Cdhr23™" and Cdhr15"™" mice with/without audiogenic
seizures (AS+/AS- mice) on P27 (B); Coronal sections (upper panel), and detailed views (lower

-3]/av- .
av-3J/av 3Jmlce, and

panel) are shown. Note that the remaining PV interneurons in Cdhr23” and Cdhri5
in Cdhr23"" and Cdhr15"*" mice with audiogenic seizures have a lower-density dendritic
arborization than in wild-type mice. (C) Density of SST interneuron cell bodies in the AC of wild-
type, Cdhr23”" and Cdhr15*"** mice, and in the AC of Cdhr23"" and Cdhr15"* AS+/AS- mice
on P27; Coronal sections of the AC of wild-type, Cdhr237 , and Cdhrl 52303 pr7 mice
immunostained for PV and SST are shown. Note that the SST interneuron density was not linked to a
susceptibility to audiogenic seizures (P = 0.22). (D, E) Density of PV interneuron cell bodies in the
somatosensory (D) and motor cortices (E) of wild-type, Cdhr23"" mice, and Cdhr157™* P27 mice;
Coronal sections of the wild-type mice and Cdhr23"" mice displaying audiogenic seizures
immunostained for PV and SST. Abbreviations: H, hippocampus; AS+/AS- mice, mice with/without
audiogenic seizures; d, dorsal; m, medial; 1, lateral. Data are means + s.e.m, with individual values

(open circles). The number of mice analyzed for each genotype is indicated between brackets. **, P <

10”%; ns, not significant (non-parametric two-tailed Mann-Whitney tests).
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Figure 4. Abnormally small number of PV interneurons in the auditory cortex of mice with
conditional deletion of Cdhr23 or Cdhri5 in MGE-derived interneuron precursors

(A) Coronal sections of the AC of Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, Cdhr23 cKO, and Cdhri5 cKO mice
on P27 immunostained for PV and tdTomato. (B) Bar graphs showing the density of cell bodies of
PV interneurons, SST interneurons, and tdTomato+ interneurons that do not express PV or SST, in
the AC of Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, Cdhr23 cKO, and Cdhrl5 cKO mice on P27. Abbreviations: d,
dorsal; 1, lateral. Data are means + s.e.m, with individual values (open circles). The number of mice
analyzed for each genotype is indicated between brackets. **, P < 10% ns, not significant (non-

parametric two-tailed Mann-Whitney tests).

Figure 5. In situ conditional deletion of Cdhrl5 in the AC of mice induces susceptibility to
audiogenic seizures and reduced number of PV interneurons

(4) Coronal sections of the auditory cortex (AC) of wild-type and Cdhr15'* P5 mice injected on
P1 with the LV-cre-GFP recombinant virus, immunostained for cdhr23 and cdhrl5. The site of
injection is indicated on the diagram. (B) Detailed view of PV-immunoreactive interneurons in AC
coronal sections from LV-cre-GFP Pl-injected wild-type and Cdhr15°*' mice on P24. (C) Density
of PV interneuron cell bodies in mice tested for susceptibility to audiogenic seizures. Abbreviations:
AS+/AS- mice: mice with/without audiogenic seizures; d, dorsal; 1, lateral. Data are individual values

(open circles). **, P < 10 (non-parametric two-tailed Mann-Whitney test).

Figure 6. Critical role of Cdhr23 and Cdhrl5 in the migration of MGE-derived interneuron
precursors

(4) Coronal section of the telencephalon in a Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato E15.5 mouse embryo,
immunostained for tdTomato and cdhr23, and detailed view of the neocortex (lower panel). (B)

Coronal sections of the telencephalon in wild-type, Cdhr23", and Cdhr15"" E14.5 mouse embryos
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immunostained for both cdhr23 and cdhrl5, cdhrl5, and cdhr23, respectively. (C) Representative
neurons migrating from MGE explants of a wild-type mouse, cultured on a cdh2/laminin substrate,
and immunostained for actin, cdhr23, and cdhrl5 without permeabilization (left panel), or
immunostained for actin and the centrosome marker y-tubulin (arrowheads) after permeabilization
(middle left panel). The histograms show the distribution of centrosome angular positions (see
diagram) in unipolar cells, and the chart indicates the number of processes (one, two, or three) of
cdhr15+ and cdhr23+ neurons derived from Cdhr23” and Cdhri5" MGE explants, cultured on
cdh2/laminin substrate, respectively (right panels). Abbreviations: NCx, neocortex; L/MGE,
lateral/medial ganglionic eminence; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical
plate; mz, marginal zone; d, dorsal; m, medial; ¢, centrosome; gc, growth cone. **, P < 1072 *%% P <
107; ns, not significant (Kolmogorov-Smirnov tests for the centrosome angular position data, Chi

squared test for the cell polarity data).

Figure 7. Defective development of MGE-derived cdhr23+/cdhr15+ GABAergic interneurons in
AdgrvI™ mice

(4) Coronal sections of the auditory cortex (AC) of Adgrvi - and Adgrvl "~ P27 mice immunostained
for PV with detailed views (lower panels), and bar graph showing the density of PV interneuron cell
bodies. (B) Coronal section of the AC of an AdgrvI”™ P27 mouse immunostained for PV and SST, and
bar graph showing the density of SST interneuron cell bodies in wild-type and Adgrvi " mice. (C)
Coronal section of the telencephalon of a Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato mouse embryo on E14.5,
immunostained for tdTomato and adgrv1 and detailed view of the embryonic cortex (right panel). (D)
Coronal sections of the telencephalon of Adgrvf/ " and Adgrvi " mouse embryos on El4.5,
immunostained for cdhr23 and cdhrl5. Abbreviations: NCx, neocortex; L/MGE, lateral/medial
ganglionic eminence; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical plate; mz,

marginal zone; d, dorsal; m, medial; I: lateral. Data are means + s.e.m with individual values (open
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circles). The number of mice analyzed for each genotype is indicated between brackets. **, P < 107%

ns, not significant (non-parametric two-tailed Mann-Whitney tests).

Figure 8. Expression of Cdhr23, Cdhrl5 and Adgrvl in the MGE and developing auditory
cortex of macaque embryos

(4) Coronal sections of the telencephalon in an E63 macaque embryo, immunostained for cdhr23,
cdhrl5, or adgrvl. The MGE mantle zone is indicated by an asterisk and the MGE ventricular zone
by an arrow. The different regions are shown on the diagram. (B) Sagittal sections of the developing
auditory cortex (AC) of an E85 macaque embryo immunostained for DIx5 and cdhr23, cdhrl5, or
adgrvl showing the outer subventricular zone and the subplate (see diagram of the brain cortical
layers on the left side). (C, D) High-magnification views of GABAergic interneuron precursors in the
outer subventricular zone, immunostained for DIx5 and either cdhr23 or cdhrl5 (C), and of a radial
glial cell immunostained for adgrvl and nestin, a radial glia marker (D). Abbreviations: (s)vz,
(sub)ventricular zone; i/0 svz, inner/outer svz; iz, intermediate zone; sp, subplate; cp, cortical plate;

mz, marginal zone; d, dorsal; m, medial; 1, lateral.
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Materials and methods

Animals. Animal experiments were performed in accordance with French and European regulations
for the care and protection of laboratory animals (EC Directive 2010/63, French Law 2013-118, 6
February 2013), with authorization from the Institut Pasteur ethics committee for animal
experimentation. Adgrvi™™* (4dgrvI*" and Adgrvi™) mice and Nkx2.I-cre mice were kindly
provided by Makoto Sato (University of Fukui, Japan) (34, 63) and Nicoletta Kessaris (University
College London, United Kingdom) (19), respectively. Cdhrl 5% mice, which carry a point mutation
resulting in a frameshift and premature stop codon, and Rosa-tdTomato mice were obtained from
Jackson Laboratories (Bar Arbor, USA). Cdhr23™2e% (Cdhr23"" and Cdhr23") mice and
Cdhr23°Y'°* mice, in which lox P sites were introduced into the introns 61 and 68, have been
described elsewhere (29). Cdhr15°™ (Cdhr15" ") mice were generated by the Institut Clinique de
la Souris (iCS, Illkirch, France). The targeting vector was constructed as follows. A 0.6 kb fragment
encompassing exon 5 was amplified by PCR (from C57B1/6N ES cells genomic DNA) and inserted
into a proprietary iCS vector containing a LoxP site and a floxed and flipped neomycin resistance
cassette. A 4.5 kb fragment (corresponding to the 5’ homology arm) and a 2.8 kb fragment
(corresponding to the 3’ homology arm) were amplified by PCR and inserted into the vector obtained
in the first step, to produce the final targeting construct. The targeting construct was introduced into
C57BI1/6N embryonic stem (ES) cells by electroporation. Clones were selected and identified by PCR
with external primers, and their identity was confirmed by Southern blot analysis with 5’ and 3’
external probes. Two recombinant ES clones were injected into BALB/cN blastocysts, to get male
chimeras with germline transmission of the floxed allele. The Cdhrl5 ' mice behaved like

Jox/1 . .
sloxlox niice with

wild-type mice. Cdhr15"" and Cdhrl5" mice were obtained by crossing Cdhrl
PGK-cre transgenic mice, in which cre expression is driven by the ubiquitously expressed early

active promoter of the phosphoglycerate kinase-1 (PGK) gene (64). The mice had mixed genetic

backgrounds combining C57BL/6JRj and SV/129, except for Rosa'™™° mice, which had a mixture



of C57BL/6JRj, SV/129, and Swiss backgrounds. The wild-type animals for lentiviral vector
injections were C57BL/6JRj mice from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France), whereas all

other mice described as “wild-type” were littermates of the mutant mice.

Sound stimulation. We assessed susceptibility to audiogenic seizures by delivering continuous pure
tones (from 5 kHz to 40 kHz) from a calibrated loudspeaker placed on top of a large Plexiglas
cylinder (height: 30 cm; diameter: 15 cm) containing the freely moving mouse. Audiogenic seizures
typically occurred as follows: the mice ran about wildly, then underwent tonico-clonic convulsions,
tonic hyperextension of the hindlimbs, and a potentially fatal post-ictal depression of consciousness.
Stimulation was stopped as soon as the animal began running about wildly, to prevent full-blown
seizures (65). We evaluated the proportion of mice displaying audiogenic seizures in P21 to P35
mice, after stimulation with high-intensity (100-110 dB) pure tones (8-15 kHz) lasting up to one

minute.

Injection of lentiviral vectors. Mice were anesthetized by hypothermia on P1, or with isoflurane (4%
during induction, and then 2% through a mask during injection) on P10. We used a microinjector
(Nanoliter 2000, World Precision Instruments, Sarasota, USA) to inject lentiviral vector (70 nL;
Pgk::cre-GFP or Pgk::GFP; 10’ TU/ml, Kerafast, Boston, USA) bilaterally into the temporal cortex

to target the AC, or dorsally into the motor cortex.

Hearing tests. Mice were anesthetized by intraperitoneal xylazine (7.5 mg/kg) and ketamine (75
mg/kg) injections. Auditory brainstem responses (ABRs) (61) were recorded in response to pure tone
bursts at frequencies of 5, 10, 15, 20, 32, and 40 kHz. Sound intensities between 15 dB and 115 dB
SPL, in 5 dB steps, were tested. ABRs were averaged over 100-200 pure-tone stimulus presentations.

ABR thresholds were defined as the lowest stimulus level resulting in recognizable waves. ABR



wave-I amplitude was estimated by measuring the voltage difference between the wave-I peak and
the trough between wave-I and wave-II, and ABR wave-I latency was measured as the time from
sound stimulation to the wave-I peak. Electrode responses were amplified (gain of 10 000), filtered,
digitally converted, and averaged with a compressed-data acquisition system.

Distortion product otoacoustic emissions were collected with a miniature microphone at the
entry to the ear canal (62). Two primary pure-tone stimuli of frequencies f; and f, were applied
simultaneously: f, was set at different values between 5 and 20 kHz and the f> /f; ratio was kept
constant at 1.2. The cubic difference tone at 2f] — f>, the most prominent distortion product generated
by mammalian ears, was measured for primary tone frequencies of equal intensity, from 40 to 75 dB

SPL.

Tissue preparation. Cryopreserved brain sections from macaque (Macaca fascicularis) embryos (E63
and E85) were provided by Colette Dehay (PrimaLyon Platform, Institut Cellule Souche et Cerveau,
INSERM, Bron, France). Midday vaginal plugs were considered to correspond to embryonic day 0.5
(E0.5), for staging purposes. Mouse embryos were dissected and fixed by immersion in 4%
paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered saline (PBS). Mouse pup brains were removed before
embryo fixation in 4% PFA in PBS. At later stages, mice were deeply anesthetized with xylazine (60
mg/kg) and ketamine (150 mg/kg), by intraperitoneal injection, before intracardiac perfusion with 4%
PFA in PBS. Mouse embryonic tissues were postfixed for three days in 4% PFA in PBS, and
embedded in 2% agarose for free-floating vibratome slicing (50 um sections) with a Leica VT1000S
(Leica Biosystems, Wetzlar, Germany), or postfixed overnight in 4% PFA in PBS, protected by
immersion in 30% sucrose, and embedded in optimal cutting temperature (OCT) compound (VWR
International, Radnor, USA) for cryostat sectioning (20 um sections). After P20, 50 um thick free-

floating cryosections were cut. Where appropriate, sections were processed on Superfrost Plus slides



(Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany). Standard procedures were used to process samples for

immunolabeling.

Immunolabeling. Sections were cut from prepared tissues, permeabilized and blocked in PBS
supplemented with 0.25% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and 1% BSA (AppliChem, Darmstadt,
Germany). The following primary antibodies were used: rabbit anti-adgrv1 antiserum against the N-
terminal region (1:100; Fig. S1A; previously described (37)) for mouse experiments, and rabbit anti-
adgrvl polyclonal antibody directed against the C-terminal region (1:500; Fig. S1A; previously
described (59)) for macaque experiments, rabbit anti-caspase-3 polyclonal antibody (1:500;
#HPA002643, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA), rabbit anti-cdhr23 polyclonal antibody against
extracellular epitopes corresponding to extracellular cadherin repeat 11 (1:300; C1ECI11, Fig. S1A;
previously described (59)), rabbit anti-cdhrl5 polyclonal antibody against the extracellular region
next to the transmembrane domain (1:300; P1ExJM, Fig. S1A; previously described (59), Figs. 1A
(coronal), 1B, 1D, 2C, 6A, 7B, 9, S2, S7B, S7C-E, S7F-G, S9), mouse anti-cdhr15 monoclonal
antibody against extracellular epitopes corresponding to cadherin repeats 7 to 10 (1:300; #sc-377235,
Fig. S1A; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA; Figs. 1A (horizontal), 1C, 2E, 6C, 7D, S7A),
rabbit anti-doublecortin polyclonal antibody (1:2000; #ab18723, Abcam, Cambridge, United
Kingdom), mouse anti-DIx5 monoclonal antibody (1:500; #SAB1412173, Sigma-Aldrich), chicken
anti-GFP polyclonal antibody (1:1000; #ab13970, Abcam), mouse anti-nestin monoclonal antibody
(1:1000; #556309, BD Biosciences, Franklin Lake, USA), rabbit anti-MKI67 polyclonal antibody
(1:100; #ab15580, Abcam), mouse anti-PV monoclonal antibody (1:500; #SAB4200545, Sigma-
Aldrich), rabbit anti-red fluorescent protein polyclonal antibody to detect tdTomato (1:2000; #3993-
100, Clontech Laboratories, Mountain View, USA), rabbit anti-SST polyclonal antibody (1:250;
#ab22682; Abcam), and mouse anti-y-tubulin monoclonal antibody (1:500; #T6557; Sigma-Aldrich).

The following secondary antibodies were used (1:500): goat anti-chicken Alexa Fluor 488-conjugated



antibodies (#A11039; Life Technologies, Waltham, USA), goat anti-mouse Alexa Fluor 488-
conjugated (#A21121; Life Technologies), Atto550-conjugated (#43394; Sigma-Aldrich), and
Atto647-conjugated (#50185; Sigma-Aldrich) antibodies, goat anti-rabbit Atto488-conjugated
(#18772; Sigma-Aldrich), Atto550-conjugated (#43328; Sigma-Aldrich) and Atto647N-conjugated
(#40839; Sigma-Aldrich) antibodies. The epitopes detected by rabbit anti-cdhr23, anti-cdhrl5, and
mouse anti-DIx5 antibodies are conserved in the corresponding macaque proteins. The epitope
detected by the adgrvl-Cter antibody in macaque is 93% identical to that in mouse. Rabbit anti-
cdhr23, anti-cdhrl5, and anti-adgrv1-Cter antibodies have already been used in macaque (59). The
anti-nestin antibody has been shown to be reactive in primates (DSHB Hybridoma Bank). Actin
filaments were stained with Atto-565-conjugated phalloidin (1:1000, #94072, Sigma-Aldrich). Nuclei
were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1:7500, #D9542, Sigma-Aldrich). When
two primary antibodies for proteins from the same species were used, the same protocol was used,
but in two steps (37): staining for one marker only, fixing of the samples in 4% PFA in PBS for 30
minutes, three washes, and then staining for the other marker. Apoptosis was assessed in TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling) assays (Roche, West Sussex, UK)
(66).

Samples were mounted in Fluorsave (Calbiochem, San Diego, USA). Images were captured
with an LSM-700 confocal microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) with a 63x NA 1.4 Plan
Apochromatic oil immersion objective, a 25x NA 0.8 LCI Plan Neofluar objective, a 5x NA 0.16
Plan Apochromatic non-immersion objective, or a 20x NA 0.8 Plan Apochromatic non-immersion
objective, or with a MVX10 macroscope (Olympus Tokyo, Japan). All images were converted to
RGB format with ImageJ (NIH, Bethesda, USA) and processed with Photoshop (Adobe, San José,
USA). The images in Figs. 1A, 2B-C, 3A-B (large views), 6A-B, 6C (cdhr23/cdhrl5 staining), 7A
(large view), 7C-D, 8, S2B-D, S4, S6A, S7A, S8B (detailed views), S9 are single focal sections. The

images in Figs. 1B-D, 2D-E, 3A & 3B (detailed views), 3B-E, 4, 5A-B, 6C (y-tubulin staining), 7A



(detailed view), 7B, S2A, S5, S6B, S7B, S7C-E, S8A, S8B (large views) are mean projected Z-

stacks.

Quantification of staining on histological sections. The boundaries of the AC, including the auditory
core and belt areas, were determined based on the mouse brain atlas (67). For each animal, five to six
coronal sections (60 pum thick) spanning the anterior-posterior axis of the auditory cortex were
imaged bilaterally. Cdhr23+/cdhr15+ tdTomato+, PV or SST interneuron cell bodies were quantified
with the spot detector tool (bright spots on a dark background; sensitivity: 100%) of Icy software
(Institut Pasteur, Paris, France). Only cell bodies with diameters exceeding 10 um were considered.
The total number of cell bodies was then normalized by the total surface considered, to obtain a PV
interneuron density for each animal. For each animal, the thickness of the AC was quantified on five
successive coronal sections (60 wm thick) and then averaged. Surface of the AC was estimated on 5
sections (60 um thick) spanning the anterior-posterior axis of the AC. The surface was then
normalized for each animal by the total number of slices. Cortical thickness and surface of the AC
were quantified using the Icy software onto the DAPI channel. Mean fluorescence on E14.5 sections
was measured with Imagel, comparing regions of interest in the subpallium and adjacent embryonic

cortex.

Culture of MGE explants and quantification of migration. Sterile glass coverslips were coated with
polylysine/laminin (Poly L Lysine hydrobromide #P1524, Sigma-Aldrich; laminin #L.2020, Sigma-
Aldrich) or polylysine/laminin/cdh2, as previously described (32). The cdh2 substrate was prepared
from a cdh2-h-Fc chimera (#6626-NC-050, Bio-Techne, Minneapolis, USA). Each MGE from E13.5
embryos was dissected into nine explants, placed on the substrate, and cultured for 19 hours on
laminin or 24 hours on cdh2/laminin in DMEM-F12 (#31331028, Fisher Scientific, Waltham, USA)

supplemented with 37% glucose (#G7021, Sigma-Aldrich), 2% B27 (#17504044, Fisher Scientific),



1% N2 (#17502048, Fisher Scientific), 1% Glutamax, and 20 U/mL penicillin/streptomycin
(#15140122, Fisher Scientific). The MGE explants were fixed by incubation in 4% PFA in 0.33 M
sucrose phosphate buffer for 24 hours, and processed by standard immunohistochemistry procedures,
as described above. In one case (see Fig. 6C), cultured neurons were left unpermeabilized for studies
of the extracellular distribution of cdhr23 and cdhrl5 only.

We characterized potential differences in migration pattern between mutant neurons lacking
cdhr23 or cdhrl5 and wild-type neurons, by considering a subpopulation of MGE neurons
sufficiently isolated from the colony after migrating away from the explant. We analyzed the
geometric characteristics of the processes and growth cones of the selected neurons, and manually
segmented them on the maximum-projected confocal stacks, using a customized Matlab interface.
The segmentation process involved a spline-curve delineation of relevant structures, including the
cell nucleus and processes. A neuronal process was defined as any process emanating from the cell
body and terminating in a growth cone. Any other processes (e.g., branching from a leading process
or not terminating in a growth cone) were discarded. We measured the vector running from the
centrosome to the center of the cell nucleus, and the angle of this vector relative to the axis of the
leading process in unipolar cells.

The migration area (surrounding the explant, excluding the explant itself) was measured with
Icy software. For cultures on laminin, the migration areas of the nine explants from a given MGE
were summed. For cultures on cdh2/laminin, the three explants with the largest migration areas from
the nine explants tested for a given MGE were considered as individuals. In this case, the migration
area was quantified as the actin-labeled area: 1.67 = 0.33 mm? (n = 17 explants) for the wild-type,
1.35 = 0.20 mm? (n = 9 explants) for Cdhr23" ,and 1.90 + 0.54 (n = 27 explants) for Cdhr15"

explants (P > 0.4 for both comparisons between wild-type and mutant explants).



Statistical analysis. Data are expressed as the mean * standard error of the mean (s.e.m). Unless
otherwise stated, numbers (%) in the figures and text are the numbers of biological replicates derived
from independent biological samples (individual animals). The animals in each experimental group
originated from at least two independent mouse litters. Immunolabeling was performed on at least
three animals in each case. The data were analyzed with Igor Pro (WaveMetrics), Prism (Graphpad),
and the BiostaTGV webtool of R software (Institut Pierre Louis d'Epidémiologie et de Santé
Publique, INSERM, UPMC, Paris, France). Non-parametric two-tailed Mann-Whitney tests were
used to compare unpaired groups. Proportions of mice were compared in Chi squared tests (with
Yates’ correction) or Fisher’s exact tests, depending on sample size. The association between
susceptibility to audiogenic seizures and the smaller numbers of AC PV interneurons in grouped
Cdhr23"" and Cdhr157*3 individuals was assessed in Mann-Whitney tests, after ANOVA for the
genotype factor. The distributions of centrosome angular position were compared in Kolmogorov-
Smirnov tests. Differences were considered statistically significant if P < 0.05. Asterisks on bar
graphs indicate the statistical significance of the differences indicated in brackets (*, P <0.05; **, P<

10% and ™, P <107 ), whereas ns denotes “not significant” (P > 0.05).



Supporting Information legends

Supporting Information 1. Cadherin-related proteins of hair cell mechanoelectrical
transduction are critically involved in the migration of a population of MGE-derived
GABAergic interneuron precursors to the auditory cortex

(4) Protein domains of cdhr23, cdhrl5, and adgrvl. The positions of the epitopes targeted by the
antibodies used in the study are indicated by open boxes. (B) Diagram of the cochlea sensory
epithelium showing the inner and outer hair cells (upper panel), and diagram of the hair bundles of
mouse auditory hair cells between postnatal day 2 (P2) and P9. Cdhr23 and cdhr15 make up the tip-
links that gate the mecahnoelectrical transduction channels, form transient lateral links between
stereocilia, and form kinocilial links between the kinocilium and adjacent stereocilia of the tall row.
Adgrvl forms transient lateral links located at the base of the stereocilia (ankle links). Of those, only
the tip-links remain in mature hair bundles. In the mouse auditory hair cells, the kinocilium
disappears by P9. (C) Diagram showing the migration pathway of a population of embryonic MGE-
derived interneuron precursors co-expressing Cdhr23 and Cdhri5, specifically targeted to the
auditory cortex (upper panel), and the defects observed in the migration of Cdhrl5-expressing and
Cdhr23-expressing interneuron precursors in Cdhr23™ mice and Cdhr15” mice, respectively (lower
panel). (D) Diagram showing the specific loss of parvalbumin (PV) interneurons in the auditory
cortex of Cdhr23” or Cdhrl5” P27 mice. Abbreviations: 1, lateral; m, medial; d, dorsal; NCx,
neocortex; L/MGE, lateral/medial ganglionic eminence; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate

zone; cp, cortical plate; mz, marginal zone; E13.5-E15.5, embryonic days 13.5-15.5.
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Supporting Information 2. Validation of the specificity of the antibodies directed against
cdhr23, cdhrlS, and adgrvl on sections of the telencephalon of Cdhr23", Cdhr15", and
Adgrvl - embryos, respectively

(4) Coronal section of the AC of a wild-type P7 mouse, immunostained for cdhr23 and cdhrl5. (B)
Coronal sections of the telencephalon of a wild-type E12.5 mouse embryo, immunostained for
cdhr23, cdhrl5, or adgrvl. (C) Coronal sections of the telencephalon of Cdhr23™”, Cdhrl5", and
AdgrvI™ E14.5 mouse embryos, immunostained for cdhr23, cdhrl5, and adgrvl, respectively. (D)
Coronal sections of wild-type E15.5 mouse embryos, immunostained for cdhr23 or cdhrl5.
Abbreviations: NCx, neocortex; C/L/MGE, caudal/lateral/medial ganglionic eminence; POA,

preoptic area; m, medial; d, dorsal.

Supporting Information 3. Cdhr23"" and Cdhr15"™* mice have normal auditory brainstem
responses (ABRs) and distortion product otoacoustic emissions (DPOAES)

ABR thresholds, ABR wave-I amplitude, ABR wave-I latency, and level of 2f;-f, DPOAE recorded
for f; = 8.3 kHz and f, = 10 kHz, in Cdhr23"" (A) and Cdhrl shav-3l (B) mice. Data are means =+ s.e.m
with individual values (open circles). ns, not significant (non-parametric two-tailed Mann-Whitney

tests).

Supporting Information 4. PV interneuron defects in Cdhr23 ¢KO and Cdhrl5 ¢KO mice are
restricted to the AC

Coronal sections of the telencephalon of Nkx2.1-cre:Rosa-tdTomato, Cdhr23 cKO, and Cdhri5 cKO
P27 mice. Abbreviations: d, dorsal; m, medial; AC, auditory cortex; VC, visual cortex; TeA, temporal

association cortex; H, hippocampus.
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Supporting Information 5. Characterization of LV-cre-GFP-injected wild-type and
Cdhr15"** mice

(4) ABR thresholds in LV-cre-GFP Pl-injected wild-type and Cdhr15°¥' mice on P24. (B) Coronal
sections of the auditory cortex (AC) of LV-cre-GFP Pl-injected wild-type and Cdhr15'* P5 mice,
immunostained for GFP and caspase-3, a protein involved in cell apoptosis (left panel), and detailed
view of cortical layer IV immunostained for GFP, caspase-3, and DIx5, a GABAergic interneuron
marker (right panel). Data are means £ SEM. ns, not significant (non-parametric two-tailed Mann-

Whitney test).

Supporting Information 6. Preservation of the main tangential migration stream of neurons in
Cdhr23" and Cdhr15" mouse embryos

(4) Coronal sections of the basal telencephalon of wild-type, Cdhr23”, and Cdhr15" E14.5 mice,
labeled by the TUNEL method. (B) Coronal sections of the telencephalon of wild-type, Cdhr237,
and Cdhrl5" El14.5 embryos, immunostained for the neuron migration marker doublecortin.
Abbreviations: d, dorsal; m, medial; L/MGE, lateral/medial ganglionic eminence; NCx, neocortex; H,
hippocampus; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical plate; mz, marginal

zone.

Supporting Information 7. Expression of Cdhr23 and Cdhrl5 in neurons migrating from MGE
explants of wild-type, Cdhr23™", and Cdrh15" mouse embryos

(4) Coronal section of the telencephalon of a Nkx2.I-cre:Rosa-tdTomato E15.5 mouse embryo,
immunostained for tdTomato and cdhrl5 (upper panel), and detailed view of the neocortex (lower
panel). (B, C) Representative MGE explants from wild-type, Cdhr23™", and Cdhr15" E13.5 embryos
cultured for 24 hours on a laminin substrate, with quantification of the migration area (B), or cultured

for 19 hours on a cdh2/laminin substrate (C) with magnifications of migrating neurons
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immunostained for cdhr23 or cdhrl5 and actin (lower panel), and quantification of the migration area
of neurons expressing cdhr23/cdhrl5 relative to the area positive for actin. (D, E) Representative
isolated neurons migrating from cultures of MGE explants of wild-type, Cdhr23" (D), and Cdrh15"
(E) mouse embryos, cultured on a cdh2/laminin substrate, and immunostained for cdhr23, cdhrl5,
and actin. Cell nuclei are stained in blue (DAPI). Abbreviations: L/MGE, lateral/medial ganglionic
eminence; NCx, neocortex; (s)vz, (sub)ventricular zone; iz, intermediate zone; cp, cortical plate; mz,
marginal zone. Data are means + s.e.m with individual values (open circles). The number of MGEs
(B) and explants (C) analyzed for each genotype is indicated between brackets. **, p < 0.01; ns, not

significant (non-parametric two-tailed Mann-Whitney tests).

Supporting Information 8. Adgrvl is expressed in MGE progenitor cells and auditory cortex
radial glia cells

(A4) Detailed view of the MGE in a wild-type E13.5 mouse embryo, immunostained for adgrvl and
MKI67. Note the adgrv] labeling of the interneuron/glial cell progenitors in the proliferative zones.
(B) Coronal section of the developing auditory cortex of a Nkx2.-cre:Rosa-tdTomato E18.5 mouse
embryo, immunostained for tdTomato, and adgrvl, with a high-magnification view of a tdTomato+
interneuron (B, left panel), and for adgrv1 and nestin, a radial glial marker, with a high magnification
of the intermediate zone (B, right panel). Cell nuclei are stained in blue (DAPI). Abbreviations: (s)vz,

(sub)ventricular zone; d, dorsal; m, medial; 1, lateral.

Supporting Information 9. Expression of Cdhr23, Cdhrl5 and Adgrvl in the developing
auditory cortex of macaque embryos
Sagittal sections of the auditory cortex (AC) of an E85 macaque embryo immunostained for cdhr23,

cdhrl5 or adgrvl. The positions of the different cortical layers are shown on the left side diagram.
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Abbreviations: (s)vz, (sub)ventricular zone; i/0 svz, inner/outer svz; iz, intermediate zone; sp,

subplate; cp, cortical plate; mz, marginal zone; d, dorsal; 1, lateral.
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Etude du rbole de protéines apparentées aux cadhérines dans le développement
des interneurones du cortex auditif

Résumé. L’éminence ganglionnaire médiale (MGE) produit la grande majorité des
interneurones GABAergigues corticaux synthétisant la parvalbumine. Les neuroblastes issus
de la MGE migrent sur une longue distance avant d’atteindre leur destination finale. A ce
jour, on ne sait pas s'il existe des mécanismes moléculaires les guidant vers des régions
corticales données. Je montre que deux protéines apparentées aux cadhérines, cdhr23 et
cdhr15, ont un réle déterminant dans le développement d’'interneurones du cortex auditif, et
de maniére spécifique. Chez la souris et le macaque, ces deux protéines sont co-
synthétisées par des neuroblastes issus de la MGE pendant leur migration. Chez les souris
déficientes pour Cdhr23 ou Cdhrl5, les neuroblastes synthétisant cdhrl5 ou cdhr23
s’accumulent dans le télencéphale basal, ne parviennent pas a pénétrer dans le néocortex et
présentent in vitro des défauts de polarité cellulaire. Cdhrl5 intervient dans la survie des
précurseurs d’interneurones a parvalbumine pendant la premiére semaine postnatale. Les
souris mutantes pour Cdhr23 ou Cdhrl5 présentent a trois semaines un nombre réduit
d’interneurones a parvalbumine dans leur cortex auditif mais pas dans les cortex avoisinants.
Cette diminution est associée a une disposition aux crises audiogénes. Mes résultats
indiquent que des précurseurs d’interneurones du cortex auditif sont équipés de protéines
d’adhérence déterminantes pour leur migration et leur intégration dans le cortex auditif. lls
suggeérent I'existence d’'un possible mécanisme moléculaire général fondé sur un « code
d’adhérence » qui déterminerait les neuroblastes GABAergiques dés leur naissance a
intégrer une aire corticale donnée.

mots-clefs : cadhérine-23 ; protocadhérine-15 ; interneurones a parvalbumine ; cortex auditif
; migration neuronale ; surdité

Study of the role of cadherin-related proteins in the development of
auditory cortex interneurons

Abstract. The medial ganglionic eminence (MGE) gives rise to the majority of cortical
GABAergic interneurons that synthetize parvalbumin. Neuroblasts born in the MGE undergo
a long distance migration before reaching their final target. Up to now, it is unknown whether
any molecular mechanism guides them to specific cortical regions. | show that two cadherin-
related proteins, cdhr23 and cdhrl15, have a critical role in the development of interneurons of
the auditory cortex, specifically. In mice and macaque, the two proteins are co-synthetized in
neuroblasts from the MGE during their migration. In mouse mutants for Cdhr23 or Cdhrl5,
neuroblasts synthetizing cdhrl5 or cdhr23 accumulate in the basal telencephalon, fail to
enter the neocortex and present in vitro cell polarity defects. Cdhrl5 is involved in the
survival of parvalbumin interneuron precursors during the first postnatal week. Mutant mice
for Cdhr23 and Cdhrl5 show at three weeks a reduced number of parvalbumin interneurons
in the mouse auditory cortex but not the neighbouring ones. This decrease is associated with
a susceptibility to audiogenic seizures. My results reveal that interneuron precursors of the
auditory cortex are endowed by specific adhesion proteins critically involved in their migration
and integration in the auditory cortex. They suggest a possible general molecular mechanism
based on an "adhesion code” that would determine GABAergic neuroblasts from their birth to
a specific cortical region.

keywords: cadherin-23; protocadherin-15; parvalbumin interneurons; auditory cortex;
neuronal migration; deafness



