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INTRODUCTION 

A. Le développement cortical 

Le système nerveux trouve son origine dans le tube neural qui est mis en place à l'issue de la 

gastrulation et de la neurulation. Le tube neural est divisé en une succession de trois vésicules 

(prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) qui se dilateront pour finalement donner cinq 

vésicules (télencéphale, diencéphale, mésencéphale, métencéphale, myélencéphale). Le télencéphale 

est composé de deux régions que sont le pallium (partie dorsale) et le subpallium (partie ventrale). Le 

pallium est à l'origine du cortex cérébral et de l'hippocampe tandis que le subpallium donnera 

naissance aux éminences ganglionnaires médianes et latérales (Figure 1) (Marín and Rubenstein, 

2003). 

 

 

Figure 1 : Régionalisation anatomique du cerveau antérieur en développement chez la souris 

(A) Schéma d'une coupe sagittale de cerveau de souris au jour de développement embryonnaire E12.5 présentant les deux 

régions du cerveau antérieur, le télencéphale (constitué du pallium en dorsal et du subpallium en ventral) et le diencéphale 

(comprenant l'hypothalamus et le thalamus). (B) Coupe coronale du télencéphale caudal passant à travers le pallium et le 

subpallium représentés en (A). Le pallium est constitué du futur hippocampe et du neocortex, le subpallium comprend les 

éminences ganglionnaires latérales (LGE) et médianes (MGE), ainsi que l'aire antérieure préoptique (POA). (D'après Marin et 

Rubenstein 2003) 

 

Le développement du cortex cérébral est un processus particulièrement conservé chez les 

mammifères, ainsi les descriptions qui vont suivre concernant le modèle souris sont majoritairement 

applicables à l'homme.  
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Le développement cortical durant l'embryogenèse peut être divisé en trois étapes majeures que sont 

la prolifération neuronale, la migration neuronale et mise en place de lamination, et l'établissement 

des connectivités corticales par croissance et guidage axonal des neurones arrivés à destination.  Deux 

types majeurs de neurones corticaux peuvent être distingués : les neurones pyramidaux (ou de 

projection) et les interneurones. Les neurones de projection représentent environ 80% des neurones 

corticaux et utilisent principalement le glutamate comme neurotransmetteur excitateur. Les 

interneurones utilisent principalement le neurotransmetteur GABA et correspondent donc 

majoritairement à des neurones inhibiteurs.  

Ces deux types de neurones proviennent de deux régions prolifératives distinctes et empruntent donc 

des voies de migration différentes afin d'atteindre leur emplacement final dans le cortex. Les 

interneurones sont générés au niveau des éminences ganglionnaires médianes et latérales du 

subpallium et migrent ensuite de manière tangentielle à la surface du cortex pour venir se placer dans 

les différentes couches corticales, tandis que les neurones de projection sont produits dans les zones 

ventriculaire et sous-ventriculaire du pallium et migrent de manière radiaire (Ayala et al., 2007a; Rakic, 

2009) (Figure 2).  

Enfin, selon leur positionnement final au sein du cortex, les neurones pyramidaux vont acquérir des 

propriétés morphologiques et des fonctions différentes et vont permettre l'établissement de voies de 

communication en projetant (d'où l'autre appellation commune de neurone de projection) de longues 

fibres axonales vers d'autres régions du cortex ou vers des cibles extra-corticales. 
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Figure 2 : Schéma d'une coupe coronale d'un hémisphère cérébral de souris en développement 

Chez la souris, les interneurones sont produits majoritairement au niveau des éminences ganglionnaires latérales et médianes 

(LGE et MGE) du télencéphale ventral (VF) et migrent tangentiellement pour atteindre le cortex. Les neurones pyramidaux 

ou de projection (en rouge) sont générés dans les zones ventriculaire et sous-ventriculaire (VZ et SVZ) du télencéphale dorsal 

(DF) et migrent radialement vers leur destination dans la plaque corticale. Les interneurones originaires des  LGE et MGE 

expriment des marqueurs différents tels que la calrétinine (CALR), le neuropeptide Y (NPY), la somatostatine (SST) et la 

parvalbumine (PVALB). (D'après Rakic, 2009) 

 

Au cours de cette introduction, nous nous focaliserons uniquement sur les processus 

développementaux et les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la neurogenèse, la migration et 

la croissance et le guidage axonal des neurones de projection glutamatergiques. Enfin, une partie sera 

dédiée à la description des principales malformations du développement cortical qui résultent de la 

perturbation de l'un ou de plusieurs de ces processus développementaux et qui sont principalement à 

l'origine de déficiences intellectuelles et d'épilepsies. 

 

1. La neurogenèse  

Chez la souris, la fermeture du tube neural a lieu à environ E9 (4ème semaine de vie embryonnaire chez 

l’ho e  et est sui ie pa  la neurogenèse embryonnaire qui débute vers E10 (jour embryonnaire 33 

hez l’ho e . La neurogenèse fait intervenir de multiples types de progéniteurs qui sont soumis à 



15 
 

l’i flue e de diff e ts p o essus de gulatio  génétiques et extrinsèques permettant le contrôle 

précis du nombre de neurones produit ainsi que leur spécification. 

1.1 Les cellules de Cajal-Retzius 

Les cellules de Cajal-Retzius (CR) représentent une variété de cellules neuronales transitoires localisées 

dans la couche la plus supérieure du cerveau en développement. Ces cellules ont été nommées d'après 

Ramon y Cajal et Gustav Retzius, qui ont été les premiers à décrire ces cellules en 1891 et 1893 

respectivement. Très peu de recherches ont été effectuées sur ces cellules durant la centaine d'années 

suivant leur description mais l'observation que ces cellules sont la source majeure de la Reelin, une 

protéine de la matrice extracellulaire essentielle pour la formation en couches du cerveau, a relancé 

l'intérêt pour ce type cellulaire D’A a gelo et al., ; Oga a et al., . 

Les cellules de CR sont les premiers neurones glutamatergiques produit dans le cerveau de souris en 

développement et occupent la couche la plus supérieure qui est nommée la couche moléculaire ou la 

couche I dans le cerveau adulte (Bystron et al., 2008). Durant le développement précoce (environ E10), 

cette couche contient différents types de neurones et est appelée la zone marginale. La zone marginale 

provient de la partie supérieure de la préplaque qui est une couche cellulaire transitoire recouvrant 

l'épithélium ventriculaire du télencéphale avant la formation de la plaque corticale. La première vague 

de migration de neurones originaires de la zone ventriculaire va provoquer la scission de la préplaque 

et de la sous-plaque pour donner respectivement la zone marginale superficielle et la plaque corticale 

(Bystron et al., 2006). 

Les cellules de CR possèdent une morphologie caractéristique avec des branchements dendritiques 

s'étendant en direction de la surface piale et des processus axonaux qui se limitent à la partie profonde 

de la zone marginale indépendamment de l'orientation du corps cellulaire (Meyer et al., 1999). Dans 

le cerveau de souris, ces cellules disparaissent en grande partie durant les premières semaines suivant 

la naissance par mort cellulaire programmée indiquant un rôle majeur joué par les cellules de CR 

principalement durant la neurogenèse (Derer and Derer, 1990; Del Río et al., 1995). Le rôle le plus 

décrit pour ces cellules et qui fera l'objet d'une plus grande description ultérieurement est la régulation 

de la lamination corticale via la sécrétion de la Reelin. En plus de ce rôle, les cellules de CR sont aussi 

connues pour réguler l'identité et la fonction des cellules gliales radiaires, la différenciation des 

neurones occupant la plaque corticale, la mise en place des connexions hippocampales et le contrôle 

temporel de la migration des interneurones (Caronia-Brown and Grove, 2011; Kupferman et al., 2014; 

Del Río et al., 1997; Supèr et al., 2000). Il existe plusieurs sous-populations de cellules de CR qui sont 

générées à partir d'au moins trois sites différents que sont l'hème cortical, le pallium ventral, et la 

région du septum (Bielle et al., 2005; García-Moreno et al., 2007; Villar-Cerviño and Marín, 2012). Ces 
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différentes sous-populations migrent ensuite tangentiellement afin de recouvrir l'ensemble de la 

surface corticale. La distribution appropriée de ces différentes sous-populations se fait par 

l'intermédiaire de mécanismes de répulsion par contact entre cellules de CR (Villar-Cerviño et al., 

2013). Il est intéressant de noter qu'une étude récente suggère que les différentes sous-populations 

de cellules CR ne présentent pas les mêmes cinétiques de migration, ce qui va déterminer leur 

positionnement spécifique à la surface du cortex (Barber et al., 2015) (Figure 3). Les auteurs révèlent 

également que la protéine VAMP3 (vesicle-associated membrane protein 3), impliquée dans le trafic 

vésiculaire, est exprimée de manière différentielle par les sous-populations de cellules de CR et permet 

de moduler la vitesse de migration des cellules CR et leur distribution dans les différents territoires 

corticaux, ce qui va en retour influencer la taille et le degré de connectivité des aires corticales d'ordre 

supérieur au niveau du cortex cérébral adulte (Barber et al., 2015). 

 

Figure 3 : La vitesse de ig atio  des ellules CR o t ôle la taille des ai es o ti ales d’o d e sup ieu . 

Lors du développement cortical précoce (partie supérieure de la figure), trois sous-populations distinctes de cellules CR 

ouge, e te, leue  ig e t ta ge tielle e t et e ou e t la su fa e du o te  o t ôle . L’a latio  d’u e sous-population 

e t ai e la pa titio  des deu  aut es su  l’e se le de la su fa e o ti ale à gau he  ta dis ue l’alt atio  de la itesse 
de migration (iBot : souris transgénique inactivant VAMP3 dans les cellules CR) perturbe la répartition finale mais sans 

modification du nombre total de cellule CR. Au niveau post-natal (partie inférieu e , l’a latio  d’u e sous-population entraine 

des défauts de mise en place des aires primaires alors que le mutants iBot entraine l’e pa sio  d’ai es d’o d e sup ieu  (PtA 

et S2). Aires primaires : motrice (M1), somato-sensorielle (S1), auditive (A1), visuelle V . Ai es d’ordre supérieur : somato-

sensorielle secondaire (S2), auditive secondaire (A2), visuelle secondaire (V2), pariétale associative (PtA). (Barber et al., 2015; 

Causeret and Pierani, 2016) 

 

1.2 Les différents types de progéniteurs corticaux 

Durant la corticogenèse, les neurones pyramidaux sont produits à partir d'un ensemble de 

progéniteurs corticaux qui sont généralement classés en deux groupes selon le lieu où prend place la 
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mitose dans le cortex. Les progéniteurs apicaux (PA), comprenant les cellules neuroépithéliales (NE), 

les cellules gliales radiaires apicales (GRa) et les progéniteurs intermédiaires apicaux (PIa), se divisent 

au niveau de la bordure du ventricule tandis que les progéniteurs basaux (PB) comprenant les 

progéniteurs intermédiaires basaux (PIb) et les cellules gliales radiaires basales (GRb), se divisent de 

manière abventriculaire (Figure 4). 

 

Figure 4 : Les différents types de progéniteurs dans le cortex en développement chez des espèces lissencéphale et 

gyrencéphale.  

Coupes o o ales d’u  o te  e  d eloppe e t de o geu  lisse phale : dépourvu de circonvolutions) et de primate 

(gyrencéphale) représentant les différents types de progéniteurs neuronaux fréquemment observés dans chaque zone 

germinale. Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Florio & Huttner 2014) 

 

1.2.1 Les progéniteurs apicaux 

a- Les cellules neuroépithéliales 

L'ensemble des cellules neuronales et gliales qui vont composer le cortex cérébral sont originaires des 

cellules NE de l'épithélium pseudo-stratifié qui compose la plaque neurale (Götz and Huttner, 2005; 

Noctor, 2011). Les cellules NE sont hautement polarisées le long de leur axe apico-basal avec leur 

membrane apicale attachée au ventricule et leur côté basal au contact de la membrane piale. Des 

jonctions adhérentes (JA) sont localisées dans la partie la plus apicale de la membrane latérale où elles 

ont pour fonction de relier les cellules NE voisines entre elles (Aaku-Saraste et al., 1996; Marthiens and 

Ffrench-Constant, 2009). La membrane apicale est aussi caractérisée par la présence d'un cil primaire 

qui est un organite sensoriel permettant de détecter de nombreux signaux présent dans le liquide 

cérébro-spinal (Lehtinen et al., 2011). Le centrosome étant localisé au niveau de la membrane 
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plasmique apicale, il va servir de corps basal pour la nucléation du cil primaire. Le cil primaire est 

présent durant l'interphase et se désassemble juste avant l'entrée de la cellule en mitose ce qui libère 

les centrioles qui vont se placer au niveau des pôles du fuseau mitotique pour réguler son organisation 

(Garcia-Gonzalo and Reiter, 2012; Kim and Dynlacht, 2013; Seeley and Nachury, 2010). Avant le début 

de la neurogenèse, les cellules NE subissent de nombreuses divisions symétriques prolifératives qui 

donnent naissance à deux progéniteurs identiques et permet l'expansion des cellules NE (Rakic, 1995). 

Lors de ces divisions successives le corps cellulaire des cellules NE se déplace le long de l'axe apico-

basal, ce phénomène est appelé migration nucléaire intercinétique (Sauer & Walker 1959; Taverna & 

Huttner 2010). La mitose est réalisée uniquement au niveau le plus apical puis le corps cellulaire se 

déplace vers la région basale lors de la phase G1 pour atteindre le niveau le plus basal lors de la phase 

S et enfin le corps cellulaire retourne vers la position la plus apicale lors de la phase G2 pour pouvoir à 

nouveau entrer en mitose. Ce mouvement a pour conséquence de retrouver des noyaux de cellules 

NE à différentes positions le long de l'axe apico-basal à un temps donné et confère ainsi au 

neuroépithélium sa fausse apparence stratifiée (Sidman and Rakic, 1973; Taverna et al., 2014). La 

neurogenèse débute vers le jour embryonnaire E10.5 lorsque les cellules NE commencent à se diviser 

de manière asymétrique ce qui permet de générer des neurones et de s'auto-renouveler (Götz and 

Huttner, 2005). A mesure que le développement se déroule, les cellules NE subissent des changements 

dans l'expression de leurs gènes et commencent à exprimer des marqueurs spécifiques des glies ce qui 

va donner naissance à des cellules gliales radiaires apicales (GRa). La transition des cellules NE vers les 

cellules GRa a lieu vers E9-E10 et est dépendante de l'action du morphogène FGF10 (Sahara and 

O’Lea , . 

 

b. Les cellules gliales radiaires apicales  

Les cellules GRa expriment des protéines spécifiques des astrocytes telles que la Brain lipid binding 

protein (BLBP), le Glutamate aspartate transporter (GLAST), ou la Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 

et activent l'expression de facteur de transcription tel que Pax6 (Campbell and Götz, 2002; Kriegstein 

and Götz, 2003). Mais comme les cellules NE, les GRa continuent d'exprimer la nestine, ont une forte 

polarité apico-basale, maintiennent le contact avec les régions apicales et basales du cortex en 

développement et disposent d'un cil primaire au niveau de la membrane apicale (Hartfuss et al., 2001; 

Paridaen et al., 2013). Les GRa disposent d'un court processus apical qui permet le contact avec la 

surface du ventricule et d’un long processus basal qui va entrer en contact avec la membrane piale. A 

mesure que le cortex s'épaissit, le processus basal des GRa s'allonge de telle manière que le pied basal 

de la cellule reste en contact avec la membrane piale. Ce processus basal n'est pas réabsorbé quand 

les GRa se divisent mais est hérité par une des cellules filles (Miyata et al., 2001, 2004; Noctor et al., 
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2001; Shitamukai et al., 2011). Les GRa réalisent également une migration nucléaire intercinétique, 

mais à cette période plus tardive du développement la région basale du cortex est peuplée d'un 

nombre de plus en plus important de neurones et de fibres axonales, par conséquent les corps 

cellulaires des GRa commencent à se confiner dans la région la plus apicale constituant ainsi la couche 

germinale corticale principale appelée la zone ventriculaire (ZV). 

Les GRa ont été initialement décrites pour leur rôle d'échafaudage permettant aux neurones de 

traverser de longues distances à travers l'épaisseur du cortex vers leur destination finale dans la plaque 

corticale (Rakic, 1971). Plus tard, les GRa ont été identifiées comme des progéniteurs corticaux 

capables de générer directement ou indirectement les neurones pyramidaux (Malatesta et al., 2003; 

Miyata et al., 2001; Noctor et al., 2001). Ces cellules peuvent subir des divisions symétriques 

prolifératives (une GRa génère deux GRa) afin d'amplifier leur population, des divisions asymétriques 

neurogéniques (une GRa génère une GRa et un neurone) ou également des divisions asymétriques 

prolifératives (une GRa génère une GRa et une cellule progénitrice différente) (Götz and Huttner, 

2005). Cette division asymétrique proliférative va permettre de produire de nouveaux types de 

progéniteurs, les progéniteurs basaux, qui vont subir des mitoses dans une position basale par rapport 

à la VZ et former ainsi la seconde couche germinale nommée zone sous-ventriculaire (ZSV) (Fish et al., 

2008; Haubensak et al., 2004; Kowalczyk et al., 2009; Noctor et al., 2004). Les GRa et les progéniteurs 

basaux sont généralement distingués selon le profil d'expression de deux facteurs de transcription que 

sont Paired-box transcription factor 6 (Pax6) et T-box transcription factor 2 (Tbr2), Pax6 est très 

fortement exprimé dans les GRa mais absent dans les progéniteurs basaux tandis que Tbr2 est 

fortement exprimé dans les progéniteurs basaux et absent dans les GRa (Englund, 2005). Une seconde 

classe de cellules gliales radiaires apparait dans des stades plus avancés du développement du cortex 

et sont nommées les cellules gliales radiaires basales (GRb) (Shitamukai et al., 2011; Wang et al., 

2011b). 

 

c.  Les progéniteurs intermédiaires apicaux  

Les progéniteurs intermédiaires apicaux (PIa), aussi connus sous le nom de Short neural precursors 

(SNP) représentent une petite population de progéniteurs localisés dans la ZV et qui ont une polarité 

apico-basale avec des processus apicaux et basaux et se divisent de manière apicale comme les GRa. 

Les PIa sont bipolaires durant l'interphase et présentent un court processus basal dans la ZV 

contrairement aux GRa, qui se rétractent durant la mitose (Gal et al., 2006). Ces progéniteurs sont 

ide tifi s pa  l'e p essio  de la tu uli e α-1 et l'absence d'activation de la signalisation Notch, laquelle 

est activée dans les GRa. Les PIa génèrent moins de progéniteurs intermédiaires que les GRa et 

donnent naissance préférentiellement à des neurones par neurogenèse directe (Stancik et al., 2010). 
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Les PIa expriment également Pax6 et très rarement Tbr2 ce qui permet de les classer comme une 

population distincte des GRa plutôt qu'une population de progéniteurs basaux. Ces progéniteurs sont 

présents seulement en faible abondance dans le cerveau de souris embryonnaire et leur rôle précis 

dans le développement du cortex reste à définir (Pilz et al., 2013). 

 

1.2.2 Les progéniteurs basaux 

a- Les progéniteurs intermédiaires basaux  

Les progéniteurs intermédiaires basaux (PIb) sont des cellules progénitrices basales non-épithéliales 

qui sont générées par les cellules NE et les GRa et qui se détachent des jonctions adhérentes apicales 

présentes entre ces cellules bordant le ventricule pour migrer dans la ZSV. A l'inverse des progéniteurs 

apicaux, les PIb présentent une morphologie multipolaire mais rétractent leurs processus apicaux et 

basaux et perdent ainsi leur polarité apico-basale juste avant d'entrer en mitose (Haubensak et al., 

2004; Miyata et al., 2004; Noctor et al., 2004). Ces cellules diffèrent également des progéniteurs 

apicaux en diminuant l'expression des marqueurs des astrocytes au profit de l'expression de Tbr2 ou 

de l'ARN non codant Svet1 (Englund, 2005; Tarabykin et al., 2001). La majorité des PIb subissent 

directement une division symétrique neurogénique terminale pour produire deux neurones afin de 

doubler le nombre de neurones produits mais ils peuvent également réaliser une division symétrique 

proliférative avant de réaliser une division neurogénique terminale (Attardo et al., 2008; Kriegstein et 

al., 2006). Ces cellules progénitrices permettent donc de doubler le potentiel neurogénique des GRa 

et génèrent la majorité des neurones présents dans l'ensemble des couches du cortex ce qui montre 

leur rôle fondamental dans la neurogenèse.  

 
b-  Les cellules gliales radiaires basales 

Les cellules gliales radiaires basales (GRb) ont été initialement identifiées dans le cortex cérébral de 

l’Ho e et du furet en développement (cerveaux gyrencéphales) comme des progéniteurs basaux 

partageant plusieurs caractéristiques communes avec les GRa mais avec leur corps cellulaire situé dans 

la zone sous-ventriculaire externe (OSVZ; outer subventricular zone) plutôt que dans la VZ (Fietz et al., 

2010; Hansen et al., 2010; Reillo et al., 2011). Comme les GRa, ces cellules expriment le marqueur Pax6 

et la vimentine mais pas Tbr2, et possèdent un long prolongement basal qui va entrer en contact avec 

la membrane piale. Cependant les GRb se distinguent des GRa par le fait qu'elles n'émettent pas de 

prolongement apical et sont donc détachées des jonctions adhérentes présentes à la surface du 

ventricule. Ainsi, elles ne reçoivent pas les signaux provenant du liquide cérébro-spinal (Fietz et al., 

2010; Hansen et al., 2010; Reillo et al., 2011; Shitamukai et al., 2011; Wang et al., 2011b). Les GRb 

subissent principalement des mitoses symétriques neurogéniques au niveau de la SVZ comme les PIb 
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(Wang et al., 2011b). Mais contrairement aux PIb ces cellules sont retrouvées en très faible abondance 

dans le cerveau en développement de souris et leur rôle reste à éclaircir (Shitamukai et al., 2011; Wang 

et al., 2011b). 

 

1.3 Mécanismes de régulation de la neurogenèse 

Le développement du cortex de souris nécessite une fine régulation de la balance entre prolifération 

et diff e iatio  des p og iteu s eu o au  afi  d’assu e  la g atio  du o e app op i  de 

neurones corticaux et en définitive de contrôler la taille du cerveau. Au début du développement 

o ti al, les p og iteu s eu o au  se di ise t de a i e as t i ue afi  d’assu e  leu  e pa sio , 

s’e suit alo s u e phase de di isio s as t i ues eu og i ues a ua t le d ut de la 

neurogenèse (Figure 5). Le choix entre division symétrique proliférative et division asymétrique 

neurogénique est soumis à de nombreux mécanismes impliquant des facteurs aussi bien intrinsèques 

u’e t i s ues. Nous allons donc discuter l’i flue e su  e hoi  de l’o ga isatio  su ellulai e des 

progéniteurs, la cinétique du cycle cellulaire, les voies de signalisation, les régulations 

t a s iptio elles et pig ti ues, l’e i o e e t des p og iteu s et le p o essus 

d’u i uiti atio . La o p he sio  des a is es gula t le ode de di isio  des p og iteu s 

corticaux est critique étant donné que la dérégulation de ces mécanismes participe dans la plupart des 

as à l’appa itio  de alfo atio s o ti ales hez l’ho e. 
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Figure 5 : Les différents modes de divisions des progéniteurs neuronaux. 

Les divisions des progéniteurs peuvent être symétriques ou asymétriques. Les divisions symétriques sont prolifératives 

(production de deux progéniteurs identiques au progéniteur de base) ou consommatrices (production de deux progéniteurs 

identiques mais diff e ts du p og iteu  de ase ou deu  eu o es . Les di isio s as t i ues pe ette t l’auto-

e ou elle e t g atio  d’un progéniteur identique au progéniteur de base et autre un progéniteur ou un neurone) ou 

so t o so at i es g atio  d’u  p ogéniteur différent et d’u  eu o e . Des e e ples so t do s su  la d oite de la 
figure. aRG : cellule gliale radiaire apicale; bRG : cellule gliale radiaire basale; bIP : progéniteur intermédiaire basal; N : 

neurone. D’ap s Taverna et al. 2014) 

 

1.3.1 Organisation subcellulaire des progéniteurs neuronaux 

a- Le fuseau mitotique et son orientation 

Le fuseau mitotique, en particulier la régulation de son orientation, est un élément clé régulant la 

symétrie et l'asymétrie des divisions cellulaires (Figure 6). L'orientation du fuseau mitotique, et donc 

du plan de clivage pour la cytokinèse, va définir la répartition égale ou inégale des composants 

cellulaires dans les deux cellules filles et ainsi jouer un rôle dans la détermination du destin cellulaire 

des progéniteurs (di Pietro et al., 2016). Il a été proposé initialement qu'un plan de clivage vertical par 

rapport au ventricule conduirait à une division proliférative symétrique par répartition égale des 

composants de la cellule mère dans les deux cellules filles alors qu'un plan de clivage horizontal 

résulterait en une division asymétrique neurogénique (Chenn and McConnell, 1995). Cependant, chez 

les mammifères la majorité des divisions que subissent les cellules gliales radiaires sont des divisions 

avec un plan de clivage vertical, ce qui ne semblerait donc pas expliquer correctement le nombre de 

divisions neurogéniques présentes pendant le développement. Il a donc ensuite été suggéré qu'une 

légère inclinaison (oblique) du plan de clivage mitotique peut résulter en une division asymétrique du 
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fait de la pa titio  i gale de la e a e api ale ui e ep se te u’u e pa tie i fi e de la 

membrane plasmique des progéniteurs apicaux (1-2%) (Kosodo et al., 2004). Chez la Drosophile, les 

divisions avec un plan de clivage horizontal sont fréquentes pendant l'ensemble de la neurogenèse et 

sont responsables des divisions asymétriques alors que chez les mammifères se sont des divisions peu 

fréquentes qui apparaissent plus tardivement et semblent importantes pour la production des 

progéniteurs basaux (Knoblich, 2008; LaMonica et al., 2013). 

 

L'orientation du fuseau mitotique durant les divisions symétriques des cellules gliales radiaires est 

finement régulée par des mécanismes impliquant les centrosomes, le positionnement des 

microtubules astraux et l'interaction avec des protéines au niveau du cortex cellulaire (Matsuzaki and 

Shitamukai, 2015) (Figure 7). Le fuseau mitotique est ancré au niveau du cortex cellulaire par les 

i otu ules ast au  et ia la d i e et le o ple e LGN/Gαi/NuMa (Leucine-glycine-asparagine 

repeat protein/GDP- ou d i hi ito  α-subunits of heterotrimeric G proteins/Nuclear mitotic 

apparatus protein). La lo alisatio  du o ple e LGN/Gαi/NuMa au i eau de la e a e lat ale 

des progéniteurs apicaux est essentielle pour le maintien des divisions symétriques durant la 

neurogenèse précoce chez les vertébrés (Konno et al., 2008; Morin et al., 2007; Peyre et al., 2011). 

Une étude a également montré que la perte de fonction de la Huntingtine mène à une dérégulation 

de l'orientation du fuseau par perturbation du positionnement du complexe dynéine/dynactine et de 

NuMa, ce qui favorise la différenciation neuronale des progéniteurs (Godin et al., 2010). De plus, la 

protéine Lis1, qui est connue pour être mutée dans chez des patients présentant des lissencéphalies 

(cerveau lisse), interagit avec la dynéine et Ndel1 pour permettre l'ancrage des microtubules astraux 

au cortex cellulaire (Yingling et al., 2008). Des perturbations du complexe Lis1/Ndel1 altèrent 

Figure 6 : Modèle de la division 

symétrique/asymétrique selon le plan de 

clivage du fuseau mitotique. 

Les divisions avec un plan de clivage vertical 

par rapport à la surface du ventricule  

engendrent une division symétrique et 

donnent naissance à deux progéniteurs par 

répartition égale du domaine apical (vert). A 

l’i e se, u  pla  de li age l g e e t 
oblique par rapport à la surface ventriculaire 

engendre une division asymétrique avec 

p odu tio  d’u  p og iteu  h ita t du 
domaine apical et une cellule différenciée. 

(D’ap s Matsuzaki & Shitamukai 2015) 
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l'expansion du pool de cellules gliales radiaires et neuroépithéliales en induisant des plans de clivage 

mitotiques aléatoires (Pawlisz et al., 2008). Il est aussi intéressant de noter que la majorité des gènes 

associés à des microcéphalies (cerveau de taille réduite chez l'Homme), tels que ASPM, MCPH1 et 

CENPJ, codent pour des protéines centrosomales dont le rôle principal est de réguler l'orientation du 

fuseau mitotique (Gilmore and Walsh, 2013).  

 

Figure 7 : Les diff e ts odes de divisio  des p og iteu s eu o au  so t d te i s pa  l’o ie tatio  du fuseau 
itoti ue et l’h itage des d te i a ts ol ulai es du desti  ellulaire.  

Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Paridaen & Huttner 2014)) 

 

b- Le domaine apical 

L'orientation du plan de clivage de la mitose va définir la distribution des composants apicaux qui vont 

déterminer le destin cellulaire dans les cellules filles. Plusieurs études ont suggéré une connexion entre 
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le destin cellulaire et le clivage du domaine apical, lequel contient entre autre le complexe 

Par3/Par6/aPKC, les jonctions adhérentes, le cil primaire et l’appa eil de Golgi (Figure 7). 

    b-1 Le complexe Par3/Par6/aPKC 

Le domaine apical contient un complexe de protéines de polarité que sont Par3, Par6 et aPKC (Costa 

et al., 2008). Par3 est connu pour se lier à la protéine Numb, qui est un inhibiteur de la signalisation 

Notch, ce qui conduit à la phosphorylation de Numb par aPKC (Bultje et al., 2009). Les protéines Par3 

se répartissent de manière asymétrique entre les deux cellules filles et le niveau de Par3 hérité va 

influencer le destin cellulaire, la cellule fille recevant la plus grande quantité de Par3 est capable de 

mieux séquestrer la protéine Numb au niveau du domaine apical afi  d’i hi e  so  a ti it  gati e 

su  la sig alisatio  Not h fa o isa t ai si la ai te a e de l’ide tit  de p og iteu . A l’i e se, la 

cellule fille qui hérite de moins de protéine Par3 a tendance à se différencier (Bultje et al., 2009). Des 

mutations dans Aspp2, un régulateur de la localisation apicale de Par3, mène à des défauts des 

divisions asymétriques (Sottocornola et al., 2010). De manière surprenante, l’i a ti atio  d’u e des 

isoformes d’aPKC aPKCλ  e à u e pe te des jo tio s adh e tes au i eau des ellules 

eu o pith liales ais ’affe te pas la neurogenèse (Imai et al., 2006). De plus, de manière 

intéressante, le destin cellulaire relatif à la répartition de Par3 semble varier selon les espèces puisque 

une étude effectuée chez le poisson-zèbre a montré que la cellule fille qui hérite du domaine apical et 

donc de Par3 hérite gale e t de l’i hi iteu  de Not h Mi d o  et ai si se diff e ie (Alexandre 

et al., 2010). L’aut e ellule fille e p i e apide e t Pa  et rétablit un contact apical, ce qui 

maintient son identité de cellule gliale radiaire. Ces différences restent pour le moment encore à 

élucider. 

    b-2 Les jonctions adhérentes 

Les o ple es de jo tio s adh e tes o t des fo tio s u iales da s l’ ta lisse e t et le ai tie  

de la pola it  ellulai e, il ’est do  pas su p e a t ue les o posa ts des jo tio s adh e tes, 

telles que les cadhérines et les caténines, soient impliqués dans le maintien de la polarité des cellules 

gliales radiaires mais aussi dans leur identité. Il est intéressant de noter que les composants des 

jonctions adhérentes ont des rôles structurels mais également des fonctions dans la signalisation. Du 

point de vu structurel, les jonctions pe ette t l’adh sio  e t e les cellules gliales radiaires voisines 

et assurent donc la cohésion du tissu (Marthiens et al., 2010). Les cadhérines sont des protéines 

transmembranaires qui forment des homo-oligomères avec les cadhérines des cellules voisines par 

l’i te diai e de leu  do ai e extra-cellulaire. Avec leur domaine intra-cellulaire, les cadhérines 

interagissent avec la β-Caténine et l’α-Caténine, cette dernière interagissant à son tour avec le 

tos uelette d’a ti e (Miyamoto et al., 2015b). Ces jonctions extra-cellulaires permettent donc de 
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gule  le e odelage du seau d’a ti e ui est o u pou , entre autre, guider le positionnement du 

fuseau mitotique et permettre son assemblage (Kunda and Baum, 2009). Il ’est do  pas su p e a t 

que les N-Cadhérines (cadhérine classique principalement exprimée dans le système nerveux) soient 

décrites pour jouer un rôle dans la régulation de la prolifération des progéniteurs neuronaux. Un haut 

niveau de cadhérines au niveau du domaine apical des cellules gliales radiaires semble important pour 

p odui e des di isio s s t i ues p olif ati es et ai te i  l’ide tit  de p og iteu s api au  

(Rousso et al., 2012). Les progéniteurs intermédiaires et les jeunes neurones dérivés des progéniteurs 

api au  pe de t leu  ide tit  de p og iteu s api au  ta dis ue l’e p essio  de la N-Cadhérine 

diminue. De plus, la perte de fonction de la N-Cadhérine entraine une différenciation précoce des 

progéniteurs apicaux (Zhang et al., 2010, 2013a) (Figure 8). Ces jonctions ont également un rôle 

important dans la signalisation cellulaire via la voie Wnt/β-Caténine, ce qui sera discuté 

ultérieurement. 

 

Une autre classe de protéines, les petite GTPases RhoA et Cdc42, a gale e t atti  l’atte tio  de pa  

le fait que ces protéines soient associées aux jonctions adhérentes et permettent leur maintien et leur 

formation et ainsi régulent les itoses api ales ia la gulatio  du tos uelette d’a ti e. RhoA joue 

un rôle critique dans la maintenance des complexes de jonctions adhérentes puisque sa délétion 

e t ai e la d so ga isatio  de la V) a e  la pe te de l’e p essio  de la at i e au i eau de la su fa e 

apicale et une augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux (Cappello et al., 2012; 

Katayama et al., 2011). Cependant, cet effet semble dépendant des régions puisque la délétion de Rho 

dans le neuroéphitélium de la moelle épinière entraine une diminution de la prolifération et une sortie 

du cycle cellulaire précoce (Herzog et al., 2011). La délétion de Cdc42 mène à une augmentation des 

Figure 8 : Modèle de la régulation de la 

prolifération des progéniteurs neuronaux 

par interaction entre cellules via la N-

Cadhérine. 

Au niveau de la zone ventriculaire (VZ), 

l’a ti atio  de la N-Cadhérine (rouge) à la 

surface des progéniteurs entraine la 

phospho latio  d’Akt ui a e  etou  a ti e  
i di e te e t la β-Caténine par 

phosphorylation de GSK- β ou di e te e t 
par phosphorylation de la B-Caténine. Les 

progéniteurs de la VZ présentent une forte 

activité dépendante de la β-Caténine (vert) et 

sont liés par les jonctions adhérentes de N-

Cadh i e ouge . Lo s ue l’e p essio  de la 
N-Cadhérine est diminuée (NCAD 

knockdown), la signalisation dépendante de la 

β-Caténine est aussi diminuée, ce qui mène à 

une augmentation de la différenciation 

neuronale et à la migration des neurones. 

D’ap s )ha g et al.  
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mitoses dans des positions basales (Cappello et al., 2006). Les progéniteurs déficients pour Cdc42 

présentent une perte progressive des jonctions adhérentes par délocalisation du complexe de polarité 

Par3/aPKC, ce qui mène à une altération de la migration du noyau vers la surface apicale lors de la 

migration nucléaire intercinétique et à l’a uisitio  de l’ide tit  de p og iteu s basaux. Cdc42 joue 

donc un rôle dans la régulation de la position des mitoses et par conséquent dans le destin des 

progéniteurs.  

    b-3 Cil primaire et centrosomes 

Le cil primaire est un organite sensoriel qui dépasse de la membrane apical des cellules NE et GRa pour, 

entre autre, entrer dans le liquide cérébro-spinal dans lequel il va servir d'antenne pour capter des 

signaux tels que Wnt, Shh ou IGF (Lehtinen and Walsh, 2011; Louvi and Grove, 2011). La membrane, 

ainsi que la base du cil primaire, le centrosome, sont deux composants du cil primaire qui semblent 

jouer un rôle particulièrement important dans la détermination cellulaire. 

 

Durant l'interphase, le centrosome contient un centriole fille et un centriole mère qui est le plus ancien 

centriole de la cellule et rentre en jeu dans la nucléation du cil primaire en formant le corps basal (Louvi 

and Grove, 2011). Il a été montré que le centriole mère est préférentiellement hérité par la cellule fille 

qui maintient l'identité de cellule progénitrice apicale suggérant que la transmission asymétrique des 

centrioles durant la mitose joue un rôle dans le destin cellulaire (Paridaen et al., 2013). Dans les cellules 

progénitrices apicales en mitose, le centriole mère est capable de retenir la membrane du cil primaire, 

laquelle va donc être héritée de manière asymétrique dans l'une des cellules filles qui va par 

conséquent reformer son cil primaire avant l'autre cellule fille (Paridaen et al., 2013) (Figure 9). La 

formation plus précoce du cil primaire a pour effet de mettre en place plus rapidement toutes les voies 

de signalisation régulées au niveau du cil primaire et il est donc proposer que cet effet favorise le 

maintien de l'état progéniteur de cette cellule. La cellule fille qui hérite du centriole fille non associé à 

la membrane du cil primaire et qui va suivre préférentiellement un programme de différenciation va 

former un nouveau cil primaire au niveau de sa membrane basolatérale, au lieu de la membrane 

apicale, avant de se détacher de la paroi du ventricule (Wilsch-Brauninger et al., 2012). Cette asymétrie 

temporelle et spatiale dans la ciliogenèse est donc proposée pour expliquer des destins cellulaires 

différents pour les deux cellules filles. Mais ce système semble difficilement compatible avec les 

divisions symétriques nécessaires à l’ tape précoce du développement permettant l'accroissement du 

nombre de progéniteurs. Paridaen et coll. ont proposé que pour avoir une division symétrique 

prolifératrice des progéniteurs apicaux, la cellule fille héritant du centriole fille, donc sans les restes de 

membrane du cil primaire, récupère l'appareil de Golgi qui va permettre de former plus rapidement 

un cil primaire par l'utilisation de la membrane de l'appareil de Golgi. Ils proposent également que 
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puisque le trafic apical de la membrane dérivée de l'appareil de Golgi est diminué lorsque la 

neurogenèse débute, les cellules progénitrices apicales perdent leur capacité à capturer la membrane 

dérivée de l'appareil de Golgi à mesure que la neurogènese progresse (Aaku-Saraste et al., 1997; 

Paridaen et al., 2013).  

 

 

Figure 9 : L’h itage as t i ue de la e a e du il p i ai e soulig e la ciliogenèse asynchrone dans les cellules 

filles et dirige la destinée cellulaire. 

Ce modèle ep se te les deu  odes d’h itage de la e a e du il p i ai e et des e t ioles du a t la eu oge se. 
Da s u  p e ie  as, au o e t de l’e t e e  itose la membrane du cil primaire se rétracte et reste associée au centriole 

mère au niveau du fuseau mitotique durant la mitose (1). Durant la corticogenèse p o e, e ode d’h itage est asso i  à 

des divisions symétriques prolifératives avec une reformation du cil primaire au même moment au niveau du domaine apical 

de chaque progéniteurs apicaux générés (AP), a e  l’u e des deu  ellules filles efo a t le il ia les estes de e a e 
du cil primaire tandis que la deuxième cellule fille reforme le cil via la capture de la membrane plasmique dérivée de l’appa eil 
de Golgi directement durant la mitose (gauche). Il est ensuite connu que lorsque la neurogenèse débute le trafic de 

e a e d i  de l’appa eil de Golgi est di i u  Aaku-Saraste et al. 1997). Ainsi, à mesure que la neurogenèse progresse, 

la cellule fille qui va hériter des restes de la membrane du cil primaire va reformer plus rapidement le cil primaire au niveau 

du domaine apical et rester ainsi un progéniteur apical ta dis ue l’aut e ellule fille va reformer un cil primaire plus 

ta di e e t pa  atta he e t des e t ioles au i eau de la e a e lat ale puis fo atio  d’u  ou eau il p i ai e à 
partir de cette membrane et se différencier en progéniteur basal (BP) ou neurone (milieu). Durant la neurogenèse plus 

ta di e, u  deu i e ode d’h itage appa ait p og essi e e t a e  u e disso iatio  de la e a e du il a e  le 
e t oso e . Ce ode d’h itage se ait do  à l’o igi e des di isio s s t i ues eu og i ues pa  fo atio  de novo 

d’u  cil primaire dans les deux cellules filles au niveau de la membrane latérale et donc différenciation des deux cellules 

d oite . D’ap s Paridaen et al. 2013). 

 

Il est également intéressant de noter que la position du cil primaire peut influencer la détermination 

du destin cellulaire. Le facteur de transcription Pax6 est connu pour réguler directement des 

composants du cil primaire et du centrosome. Dans le cortex de souris en développement Sey/Sey 
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(mutations dans Pax6), de nombreux centrosomes sont retrouvés dans une position abventriculaire et 

sont en parallèle associés avec une augmentation des mitoses au niveau basal et sous-apical (Asami et 

al., 2011; Tamai et al., 2007). Ces données sont cohérentes avec le fait que les cellules qui débutent 

leur détachement de la paroi ventriculaire pour devenir des progéniteurs basaux ou des neurones 

possèdent un cil primaire au niveau basolatéral, ce qui semble donc indiquer un lien entre la 

localisation du centrosome et celle du cil primaire dans le destin cellulaire. 

L'importance du cil primaire dans le développement du cerveau est renforcée par la mise en évidence 

de mutations dans des protéines formant le cil primaire chez des patients présentant des défauts 

majeurs au niveau du système nerveux central. Ces maladies sont généralement nommées ciliopathies 

et incluent entre autre le syndrome de Joubert (Lancaster and Gleeson, 2009). Le syndrome de Joubert 

est caractérisé par une malformation du tronc cérébral et une agénésie ou une hypoplasie du vermis 

cérébelleux (Lancaster et al., 2011). L'un des gènes impliqué dans le syndrome de Joubert est le gène 

ARL13B, qui code pour une petite GTPase spécifiquement localisée au niveau de la membrane du cil 

primaire. La délétion d’A l  dans le cerveau de souris en développement mène à une inversion de 

la polarité apico-basale des cellules gliales radiaires associée à des effets dramatiques sur la formation 

du cortex (Higginbotham et al., 2013). 

 

L’i po ta e du e t oso e du a t la eu oge se a t  soulignée pa  l’ide tifi atio  de o euses 

mutations dans des gènes codant pour des protéines centrosomales, telles u’ASPM, CDK5RAP2, 

WDR62, MCPH1, CEP152 et STIL, chez des patients présentant des microcéphalies (Alcantara and 

O’D is oll, . Comme noté précédemment, ces protéines ont été initialement décrites pour leurs 

rôles dans la régulation de la balance entre divisions symétriques/asymétriques via le contrôle de 

l’o ie tatio  du fuseau itoti ue (Fish et al., 2006; Gruber et al., 2011). Des d fauts da s l’o ie tatio  

causant la différenciation prématurée des progéniteurs étaient proposés comme lien fonctionnel entre 

les différents gènes responsables de microcéphalies mais ce modèle est de plus en plus remis en cause 

(Thornton and Woods, 2009). U e tude e te d’u  od le sou is d fi ie t pou  Wd  a o t  

ue l’o ie tatio  du fuseau itoti ue ’est pas alt e ais ue la p og essio  da s le le cellulaire 

est dérégulée, e ui e à la o t ellulai e des p og iteu s et pou ait e pli ue  l’appa itio  de 

la microcéphalie (Chen et al., 2014). L’i pli atio  de la o t ellulai e des p og iteu s eu o au  a 

t  de plus soulig e pa  des tudes de od les de sou is pe etta t d’a al se  les o s ue es de 

la d pl tio  ou de l’a plifi atio  des e t oso es du a t la neurogenèse. La déplétion des 

centrosomes mène au détachement des cellules gliales radiaires de la surface de la VZ, ces cellules 

o t e suite p olo ge  le te ps pass  e  itose sulta t e  l’e p essio  de p  et la o t ellulai e 

(Insolera et al., 2014a). De la e a i e, l’a plifi atio  des e t oso es engendre des divisions 

multipolaires produisant des cellules aneuploïdes qui entrent en apoptose dépendante de p53, ce qui 



30 
 

cause une microcéphalie (Marthiens et al., 2013). De plus, de manière intéressante, une étude récente 

du modèle de souris mutant pour Tubb5 oda t pou  u e isofo e de la β-tubuline), causant des 

i o phalies hez l’ho e, a o t  ue l’o ie tatio  du fuseau itoti ue ’est pas o  plus 

altérée ais à l’i e se la p og essio  da s le le ellulai e est d gul e, e ui i duit l’apoptose 

dépendante de p53, appauvrissant ainsi le pool de progéniteurs (Breuss et al., 2012, 2016).  

Par ailleurs, une étude récente a mis en évidence un nouveau rôle pour la protéine CPAP (codée par le 

gène CENPJ  da s le d sasse lage du il p i ai e ia le e ute e t d’u  o ple e de 

désassemblage à la base du cil (Gabriel et al. 2016) (Figure 10). L’utilisatio  d’u  uta t de CPAP 

responsable du syndrome de Seckel associé à une microcéphalie a montré des défauts de 

désassemblage du cil provoquant un retard dans la rentrée dans le cycle cellulaire et donc une 

différenciation prématurée des progéniteurs neuronaux. Ces données suggèrent donc une implication 

du cil primaire dans la neurogenèse et par conséquent dans le contrôle de la taille du cerveau. 

L’ensemble de ces études suggère donc que le centrosome joue un rôle crucial dans le développement 

cortical via la régulation de nombreux processus tels que la progression dans le cycle cellulaire, le 

positionnement et la stabilité du fuseau mitotique et la ploïdie des progéniteurs neuronaux. 

 

Figure 10 : CPAP régule le désassemblage du cil primaire afin de maintenir le pool de progéniteurs neuronaux. 

(i) Dans les progéniteurs neuronaux sauvages (WT NPCs), la protéine CPAP se localise au niveau de la base du cil primaire et 

favorise le recrutement du complexe de désassemblage du cil primaire (CDC), incluant les protéines Nde1, Aurora A et OFD1, 

ce qui permet le désassemblage du cil et la transition appropriée G1-S. Ce processus permet aux progéniteurs neuronaux 

(Nestin, magenta) de subir des divisions symétriques prolifératives, ce qui conduit à leur expansion. 

(ii) Dans les progéniteurs neuronaux présentant une mutation dans CPAP responsable du syndrome de Seckel (caractérisé 

entre autre par une microcéphalie) hez l’ho e, CPAP e se lo alise plus au niveau de la base du cil primaire, ce qui associé 

à un recrutement inefficace de CDC, un cil primaire anormalement long, un retard dans le désassemblage du cil et à un 

prolongement de la transition G1-S (flèche rouge). L’alt atio  de e p o essus e t ai e une différenciation prématurée des 

progéniteurs neuronaux en neurones (Tuj1, vert) et suggère donc une implication du cil primaire dans la physiopathologie 

des i o phalies. D’ap s Gabriel et al. 2016) 
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    b-4 La elo alisatio  de l’appa eil de Golgi  

L’appa eil de Golgi est d it pou  a oi  u e fo tio  u iale da s la ise e  pla e et le ai tie  de 

la pola it  des ellules pith liales. L’appa eil de Golgi est asso i  a e  le e t oso e et ette 

association est connue pour être nécessaire à différents processus cellulaires tels que la progression 

dans le cycle cellulaire, la migration, et la ciliogenèse (Sütterlin and Colanzi, 2010). Une étude récente 

a is e  ide e ue da s les ellules gliales adiai es api ales l’appa eil de Golgi ’est pas asso i  

avec le centrosome mais est confiné au niveau du processus apical et dans le cytoplasme apical par 

rapport au noyau. L’appa eil de Golgi se réorganise de manière à se synchroniser avec les mouvements 

du noyau durant la migration nucléaire intercinétique (Taverna et al., 2016) (Figure 11). Les auteurs 

o t e t gale e t ue l’appa eil de Golgi a u e fo te i pli atio  da s la d li a e des o posa ts 

de membranes nouvellement synthétisés destinés à la membrane apicale et baso-latérale mais un rôle 

très mineur dans la délivrance de ces composants vers la membrane basale et baso-latérale. Suite à la 

d la i atio  des p og iteu s ui de ie e t ai si des p og iteu s asau , l’appa eil de Golgi 

retrouve à nouveau sa localisation péricentrosomale habituelle. Ces données mettent en évidence le 

ôle i po ta t de l’appa eil de Golgi da s le ai tie  de l’ide tit  des p og iteu s et leu  

organisation subcellulaire durant le développement cortical.  

 

 

Figure 11 : Les voies de synthèses et de trafic 

canoniques et non conventionnelles des 

membranes plasmiques vers les différents 

domaines des cellules gliales radiaires. 

Les constituants de la membrane apicale 

(magenta) et de la membrane apicale latérale 

(bleu) sont principalement approvisionnés via le 

t afi  a o i ue iolet  passa t pa  l’appa eil de 
Golgi. A l'’i e se, les o stitua ts de la 
membrane latérale basale (orange) et du domaine 

asal a o  t a site aie t pa  l’i te diai e 
d’u  t afi  o  o e tio nel impliquant le 

ti ulu  e doplas i ue ER  ais pas l’appa eil 
de Golgi. PM : membrane plasmique ; VZ : zone 

ventriculaire ; SVZ : zone sous-ventriculaire ; IZ : 

zone intermédiaire ; CP : plaque corticale. 

D’ap s Taverna et al. 2016) 
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c. Le prolongement basal 

Le prolongement basal présent dans les cellules gliales radiaires apicales et basales et qui entre en 

contact avec la lame basale de la surface piale a d'abord été seulement considéré comme un 

échafaudage pour la migration des neurones mais par la suite il a aussi été identifié comme un 

compartiment jouant un rôle dans la signalisation et la détermination du destin cellulaire. Durant la 

neurogenèse la répartition du prolongement basal pendant la mitose est principalement asymétrique 

et donc hérité par l'une des deux cellules filles (Miyata et al., 2001). La cellule fille qui hérite du 

prolongement basal maintiendra principalement son habilité à s'auto-renouveler tandis que l'autre 

cellule sera destinée à se différencier (Shitamukai et al., 2011). En effet, il a par exemple été montré 

que la cycline D2 (une protéine régulatrice permettant la progression en phase G1) s'accumule au 

niveau du pied basal des GR grâce à une séquence régulatrice présente dans son ARNm et est donc 

hérité de manière asymétrique, ce qui a pour conséquence de maintenir la cellule fille héritant du 

prolongement basal à l'état de progéniteur (Tsunekawa et al., 2012, 2014). Il a également été montré 

qu'en absence de laminine alpha2 et alpha4, les GR ne peuvent plus s'attacher correctement au niveau 

de la lame basale ce qui a pour conséquence une réduction de la prolifération des progéniteurs et 

finalement de la taille du cerveau de souris (Radakovits et al., 2009). Un autre régulateur essentiel 

permettant la régulation des signaux provenant de la matrice extra-cellulaire présente dans la lame 

basale est le récepteur couplé à la protéine G, GPR56. GPR56 est connu pour promouvoir la 

prolifération des progéniteurs neuronaux du fait de sa présence enrichie au niveau du prolongement 

basal, ce qui permet sa stabilisation en se liant par exemple avec le collagène III (Jeong et al., 2013; 

Singer et al., 2013). Il est intéressant de noter que des mutations dans GPR56 ont été reportées comme 

étant responsables de malformations du développement cortical et en particulier dans des cas de 

polymicrogyrie (excès de la gyration à la surface du cerveau) qui résultent d’u e a o alie de 

l’atta he e t asal des fi es des ellules gliales adiai es et u e pe te de l’i t g it  de la e a e 

piale (Bahi-Buisson et al., 2010; Li et al., 2008; Parrini et al., 2009; Piao et al., 2004). 

1.3.2 La cinétique du cycle cellulaire  

a. La migration nucléaire intercinétique 

La migration nucléaire intercinétique (MNI) est un mécanisme distinctif des cellules neuroépithéliales 

et des cellules gliales radiaires et décrit le fait que le noyau des cellules se déplace en coordination 

avec le cycle cellulaire. Comme vu précédemment, la mitose a lieu au niveau le plus apical de la ZV, 

puis le noyau migre de la région apicale vers la région basale durant la phase G1 pour atteindre le 

niveau le plus basal pendant la phase S et enfin le noyau migre vers la région la plus apicale pendant 

la phase G2 afi  d’entrer de nouveau en mitose (Taverna and Huttner, 2010) (Figure 12).  
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Figure 12 : La migration nucléaire intercinétique des progéniteurs neuronaux. 

Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Taverna & Huttner 2010) 

 

La machinerie moléculaire de la MNI repose principalement sur la régulation de la dynamique du 

cytosquelette d'actine, des microtubules et du centrosome. Les protéines associées aux microtubules 

telles que Lis1 ou le moteur moléculaire dynéine jouent un rôle crucial lors de la migration nucléaire 

apicale durant la phase G2, le noyau étant transporté comme un cargo le long des microtubules 

(Gambello et al., 2003; Tsai et al., 2005, 2010). Des mutations dans ces gènes ont été logiquement 

associées à des malformations du développement cortical chez l'Homme telles que les lissencéphalies 

qui se caractérisent par un cerveau lisse (absence ou très forte réduction de la gyration) (Bahi-Buisson 

and Guerrini, 2013; Moon and Wynshaw-Boris, 2013; Poirier et al., 2013; Reiner and Sapir, 2013). Le 

mécanisme moléculaire qui entre en jeu dans le cas de la migration nucléaire basale lors de la phase 

G1 reste encore assez peu compris. D'un côté des études montrent l'implication d'une kinésine non 

conventionnelle, la kinésine-3, dans le transport du noyau tandis que d'autres études mettent 

davantage en avant le rôle du cytosquelette d'actomyosine (Schenk et al., 2009; Tsai et al., 2010). Un 

autre modèle a également été proposé pour expliquer le mécanisme de migration basale qui 

reposerait sur un déplacement passif du noyau vers la région apicale causé par le replacement actif 

vers la région apicale des noyaux des cellules en phase G2 avoisinantes (Kosodo et al., 2011). 

Il a été proposé que la MNI ait pour fonction d'optimiser au maximum la place occupée par les 

progéniteurs au niveau de la VZ en répartissant l'ensemble des noyaux (et donc la partie la plus 

imposante par rapport aux prolongements basaux et apicaux) sur une plus grande surface afin 

d'assurer la bonne expansion des progéniteurs (Frade, 2002; Miyata, 2008). De plus, la MNI peut 

influencer indirectement le destin cellulaire des progéniteurs en contrôlant l'exposition des corps 
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cellulaires contenant le noyau à des signaux environnementaux différents qui peuvent être 

neurogéniques ou prolifératifs selon l'axe apico-basal. En particulier, il existe un gradient de Notch 

dans la ZV avec un enrichissement au niveau la partie la plus apicale. Les corps cellulaires présents au 

niveau apical sont donc plus exposés au signal prolifératif Notch tandis que les corps cellulaires les plus 

basaux sont moins exposés et vont donc préférentiellement se différencier (Murciano et al. 2002; Del 

Bene et al. 2008; Latasa et al. 2009).  

A l'inverse des cellules neuroépithéliales et des cellules gliales radiaires apicales, les progéniteurs 

intermédiaires basaux et apicaux et les cellules gliales radiaires basales ne réalisent pas la MNI. 

Cependant, certaines études ont montré que ces cellules pouvaient subir une migration du noyau le 

long des prolongements basaux en direction de la plaque corticale juste avant d'entrer en mitose, ce 

processus a été nommée Mitotic somal translocation (MST) (Hansen et al., 2010; LaMonica et al., 

2013). Même si les mécanismes mis en place lors de la MST restent très largement inconnus, une étude 

récente a montré que la MST requiert l'activation de ROCK, un effecteur de Rho, et de la myosine II 

mais de manière surprenante ne met pas en jeu les microtubules et le déplacement du centrosome 

dans le processus antérieur, ce qui semble fortement distinguer la MST de la MNI (Ostrem et al., 2014). 

 

b. La longueur du cycle cellulaire 

L'un des déterminants clé de la neurogenèse est la longueur du cycle cellulaire. Des analyses de la 

longueur du cycle cellulaire selon les types de progéniteurs ont révélé dans un premier temps que les 

GRa arrivés vers le milieu de la neurogenèse ont un cycle cellulaire plus long que les GRa en début de 

neurogenèse, ce qui se reflète par un allongement des phases G1 et S (Arai et al., 2011; Calegari et al., 

2005). Il a également été montré que les PIa et les PIb neurogéniques passent plus de temps dans le 

cycle cellulaire, en particulier dans la phase G1, que les GRa. Enfin, les GRa et les PIb neurogéniques 

restent moins longtemps dans le cycle cellulaire que les GRa et PIb prolifératives, ce qui est une 

conséquence du raccourcissement de la phase S. L'observation du rallongement de la phase S a 

suggéré que les progéniteurs les plus précoces requièrent un meilleur système de fidélité et de 

réparation de l'ADN lors de la réplication puisque des erreurs seraient transmises à un plus grand 

nombre de descendants que des erreurs commises dans des progéniteurs plus tardifs et déjà engagés 

dans la voie de la différenciation (Arai et al., 2011). 

De manière parallèle et cohérente, il a été montré que lorsque la phase G1 est prolongée de manière 

forcée chez la souris par inhibition pharmacologique de Cdk2/Cycline E ou par l'ARN interférence de 

Cdk4/Cycline D1, cela entraine une neurogenèse précoce des progéniteurs au détriment de leur 

prolifération (Calegari and Huttner, 2003; Lange et al., 2009). A l'inverse, le raccourcissement forcé de 
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la phase G1 par surexpression de la Cycline D1, la Cycline E1 ou le couple Cdk4/Cycline D1 favorise la 

prolifération des progéniteurs et retarde la neurogenèse (Lange et al., 2009; Pilaz et al., 2009).  

La longueur des différentes phases du cycle cellulaire semble donc liée à la balance entre prolifération 

et différenciation des progéniteurs neuronaux, avec un allongement de la phase G1 associé à une 

transition vers un état plus différencié et la maintenance d'une phase S plus longue associée avec 

l'expansion des progéniteurs. 

 

1.3.3 Signalisations cellulaires impliquées dans la neurogenèse 

Comme mentionné précédemment, une grande variété de voies de signalisation, telles que Notch, 

Wnt, Shh et mTOR ont un effet sur la prolifération des progéniteurs et sont donc impliquées dans la 

neurogenèse (Figure 13). 

 

Figure 13 : S h a apitula t l’i flue e des voies de sig alisatio  su  la ala e e t e p olif atio  et diff e iatio  
des p og iteu s eu o au . D’ap s Paridaen & Huttner 2014) 

 

a. La voie de signalisation Notch 

La voie de signalisation Notch joue un rôle essentiel dans le développement du système nerveux et en 

particulier durant la neurogenèse embryonnaire via le processus d'inhibition latérale (Pierfelice et al., 

2011). La signalisation Notch est déclenchée par l'interaction intercellulaire entre les ligands de Notch 

(Delta like (DLL) ou Jagged) et le récepteur de Notch, qui est exprimé à la surface des cellules gliales 

radiaires. Cette interaction induit le clivage du récepteur et la libération du domaine intracellulaire de 

Notch (Notch intracellular domain, NICD) dans le cytoplasme des cellules gliales radiaires. NICD active 

ensuite l'expression des gènes de la famille HES, qui codent pour des répresseurs transcriptionnels de 

gènes pro-neurogéniques tels que les neurogénines et Asc1 (Dhanesh et al., 2016). Cette libération de 

NICD dans le cytoplasme des cellules gliales radiaires permet de maintenir leur potentiel prolifératif et 

éviter leur différenciation en neurones ou en progéniteurs intermédiaires. Les paires de cellules filles 

dérivées de divisions asymétriques de cellules gliales radiaires présentent des asymétries au niveau 
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des composants et de l'activité de la signalisation Notch. Par exemple, durant la division asymétrique 

des cellules gliales radiaires, la cellule exprimant un plus grand nombre de récepteur Notch maintient 

son état de cellule gliale radiaire tandis que la cellule fille exprimant moins de récepteur Notch mais 

plus de DLL va exprimer les gènes pro-neurogéniques et ainsi initier son détachement de la surface du 

ventricule et sa différenciation neuronale (Dong et al., 2012; Ochiai et al., 2009). 

b. La voie de signalisation Wnt/ß-Caténine 

La voie de signalisation Wnt/ß-Caténine est cruciale pour de nombreux processus cellulaires et 

physiologiques régulant la prolifération, la différenciation, la migration durant le développement 

embryonnaire (Bengoa-Vergniory and Kypta, 2015). La ß-Caténine est l'acteur central dans la voie de 

signalisation Wnt canonique. Après la liaison de Wnt à ses récepteurs de surface Frizzled et Lrp5/6, la 

ß-Caténine est stabilisée au niveau du cytoplasme (par inhibition de sa dégradation par le complexe 

GSK3/APC/CDK1) et se transloque dans le noyau où elle peut activer le complexe de transcription 

Tcf/Lef1 pour réguler l'activité des gènes cibles de la voie Wnt (Li et al., 2012b). 

La voie Wnt semble jouer un rôle double et opposé durant la neurogenèse. Durant la neurogenèse 

précoce (environ E10), la signalisation Wnt/ß-Caténine favorise les divisions symétriques des cellules 

gliales radiaires et retarde la formation des progéniteurs intermédiaires (Chenn and Walsh, 2002; 

Wrobel et al., 2007). Cependant, durant la neurogenèse un peu plus tardive (environ E13), l'activité 

Wnt favorise la formation des progéniteurs intermédiaires et la différenciation neuronale via 

l'augmentation de l'expression de N-Myc et de la Neurogénine-1 (Hirabayashi et al., 2004; Kuwahara 

et al., 2010; Munji et al., 2011). Il est intéressant de noter que la délétion de GSK- β vers E10 résulte 

en une prolifération massive des progéniteurs apicaux associée à une très forte réduction de la 

production de progéniteurs intermédiaires et de neurones post-mitotiques (Kim et al., 2009). La 

délétion de GSK-3β mène donc à un phénotype similaire cohérent avec le rôle connu de GSK-3β dans 

la dégradation de la β-Caténine. Il est aussi décrit que l’i te a tio  de l’A i e a e  la G“K- β da s le 

toplas e est iti ue pou  l’a plifi atio  du pool de p og iteu s i te diai es ta dis ue 

l’i te a tio  e t e l’A i e et la β-Caténine dans le noyau favorise la différenciation neuronale (Fang et 

al., 2013) (Figure 14). 
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Les résultats contradictoires montrant une implication de la voie Wnt/ß-Caténine dans la prolifération 

et da s la diff e iatio  peut s’e pli ue  pa  le fait ue les modèles de souris KO pour ß-Caténine 

présentent des défauts da s l’adh sio  i te ellulai e et da s l’intégrité des tissus via le rôle de la ß-

Caténine dans la mise en place des jonctions adhérentes. Dans une étude récente, les auteurs ont 

alis  la o st u tio  d’u  uta t de la ß-Cat i e a e  u e a ti it  d’adh sio  ellule-cellule 

normale mais avec une activité transcriptionnelle défective (Draganova et al., 2015). La délétion de 

l’a tivité de signalisation Wnt mène à une déplétion du pool de progéniteurs apicaux concomitant à 

une augmentation du nombre de progéniteurs intermédiaires basaux. Les auteurs montrent que la 

dérégulation de la signalisation Wnt/ß-Caténine perturbe le contrôle temporel du début de la 

neurogenèse (neurogenèse plus précoce), ce qui mène à une réduction de la production de neurones 

des couches superficielles et profondes (Draganova et al., 2015). 

c. La voie de signalisation Shh 

Sonic Hedgehog (Shh) correspond à une voie de signalisation conservée et essentielle pour la mise en 

place de la polarité dorso-ventrale du système nerveux des vertébrés. La transduction du signal Shh 

débute lorsque la protéine Shh extracellulaire se lie à la protéine transmembranaire Patched (Ptch), 

inhibant ainsi son effet répressif sur Smoothened (Smo), ce qui mène à son accumulation dans le cil 

primaire. Smo est un élément de signalisation positif déclenchant une cascade d'événements 

intracellulaires qui mènent à l'accumulation du facteur de transcription Gli sous sa forme active, GliA, 

plutôt que sa forme répressive, GliR.  

En plus de son rôle dans la mise en place de la polarité dorso-ventrale, la signalisation Shh joue un rôle 

crucial dans la régulation de la cinétique du cycle cellulaire des cellules gliales radiaires et également 

Figure 14 : La localisation subcellulaire de 

l’A i e di ige l’a plifi atio  et la 
différenciation des progéniteurs 

intermédiaires via différents réseaux de 

signalisation. 

(A) L’a plifi atio  du pool de p og iteu s 
intermédiaires est gul e pa  l’i te a tio  
de l’A ine et de GSK-3β dans le cytoplasme 

des cellules gliales radiaires. 

(B) A mesure que le développement 

p og esse, l’A i e de ie t e i hie da s le 
noyau, via la phosphorylation par Cdk5, 

dans les progéniteurs neuronaux et en 

particulier dans les progéniteurs 

intermédiaires et i te agit a e  la β-

Caténine pour permettre la transcription de 

gènes pro- eu og i ues. D’ap s Fang et 

al. 2013) 
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dans la production des progéniteurs intermédiaires (Komada et al., 2008; Wang et al., 2011a). Durant 

la neurogenèse, le niveau d'activation de la signalisation Shh diminue tandis que l'activité du 

répresseur GliR augmente, ce qui est nécessaire pour la production des progéniteurs intermédiaires et 

la différenciation neuronale (Shikata et al., 2011) (Figure 15). Il est intéressant de noter que durant le 

développement du cortex, la signalisation Shh favorise les divisions prolifératives symétriques des 

cellules gliales radiaires via la transcription de gènes cibles de Notch tels que Hes1 et Blbp, montrant 

ainsi des couplages et des communications croisées entre les différentes voies de signalisation dans la 

régulation de la prolifération des progéniteurs neuronaux (Dave et al., 2011). Une étude a également 

révélé le rôle critique joué par Sufu, un régulateur négatif des protéines Gli, dans la spécification des 

neurones pyramidaux (Yabut et al., 2015). La délétion de Sufu à une étape précoce du développement 

mène à une dérégulation de la quantité de protéine Gli, qui est associée à une maintenance des 

progéniteurs neuronaux et à une spécification des neurones pyramidaux erronée (Yabut et al., 2015).  

 

 

Plus récemment, il a été montré que la signalisation Shh augmente la génération et l'auto-

renouvellement des cellules gliales radiaires basales et la prolifération des progéniteurs intermédiaires 

et cet effet est accompagné de la formation de gyri à la surface du cerveau de souris en développement 

qui est normalement lisse (Wang et al., 2016a). Ces résultats montrent donc le rôle crucial joué par la 

signalisation Shh dans les étapes précoces du développement du cerveau. 

 

d. La voie de signalisation mTOR 

Figure 15 : S h a de l’i pli atio  de la voie 
Shh dans la neurogenèse.  

(A) Dans le cortex (Ctx) en développement, la 

signalisation Shh favorise la transition des 

progéniteurs de la zone ventriculaire (VZ ; 

Hes5+ et Ki67+, rouge) en progéniteurs 

intermédiaires de la zone sous-ventriculaire 

(SVZ ; Tbr2+ et Ki67+, rouge) et est impliquée 

da s l’a ti ation de la prolifération des 

progéniteurs intermédiaires. Ces effets se 

font via la régulation négative de Ptch1. 

(B) Les progéniteurs corticaux de la zone 

ventriculaire au stade E13.5-15.5 sont 

toujours capables de répondre à un fort 

niveau de signalisation Shh ectopique, ce qui 

e t ai e u  ha ge e t d’ide tit  et 
l’adoptio  d’u e ide tit  de p og iteu s 
e t au  Dl +, e t . D’ap s Shikata et al. 

2011) 
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La protéine mTOR (mechanistic target of rapamycin) est une sérine/thréonine kinase qui se retrouve 

dans deux complexes distincts, mTORC1 et mTORC2, lesquels sont différentiellement régulés par un 

grand nombre de nutriments, tels que le glucose et les acides aminés, des facteurs de croissance, des 

hormones ou des neurotransmetteurs. La voie de signalisation mTOR régule de nombreuses fonctions 

cellulaires basiques telles que la synthèse de protéines, le métabolisme, la taille des cellules, la 

biosynthèse de lipides et la biogenèse des mitochondries (Bockaert and Marin, 2015) (Figure 16). Il 

n'est donc pas surprenant que la voie mTOR soit impliquée dans l'ensemble des processus du 

développement cortical, de la régulation de la neurogenèse à la plasticité synaptique (Lipton and Sahin, 

2014). 

 

Figure 16 : La voie de signalisation mTOR 

D’ap s Lipto  et Sahin, 2014) 

 

Des analyses d'expression ont suggéré que la signalisation mTORC1 est active dans les zones 

prolifératives du système nerveux central en développement puisque les formes phosphorylées de 

mTOR, S6k1, Rps6 et 4E-BP1 sont fortement exprimées au niveau de la zone ventriculaire à E13.5 (Ka 

et al. 2014). La première preuve de l'importance de la signalisation mTORC1 dans le cerveau en 

développement fut la découverte d'embryons incapables de former le télencéphale et dont ce 

phénotype a été attribué à une mutation dans mTOR (Hentges et al., 2001).  
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Les souris KO pour mTOR meurent vers le jour 6 du développement embryonnaire suite à une très 

forte réduction de la prolifération et ne peuvent donc pas être utilisées pour étudier le rôle de la voie 

mTOR dans le développement cortical in vivo (Gangloff et al., 2004; Murakami et al., 2004). En 2013, 

Ka et coll ont donc utilisé un modèle souris KO conditionnel pour mTOR afin de supprimer l'expression 

de mTOR uniquement dans les cellules gliales radiaires (Ka et al., 2014). Ils ont observé que ces souris 

présentent un cerveau de taille réduite avec une diminution du nombre de progéniteurs en 

prolifération et du nombre de neurones produits conséquent à une perturbation de la progression 

dans le cycle cellulaire des progéniteurs neuronaux. Dans une étude récente, l'effet de l'expression 

d'un mutant actif de mTORC1 durant des stades du développement différents a été analysé (Kassai et 

al., 2014). L'activation de mTORC1 spécifiquement dans le télencéphale dorsal au cours du 

développement précoce (E10) entraine une réduction importante de la taille du cerveau qui serait la 

conséquence d'une augmentation de l'apoptose des progéniteurs neuronaux. L'activation plus tardive 

spécifiquement dans les neurones post-mitotiques résulte en un arrêt de la migration dans les couches 

profondes et une augmentation de la taille du corps cellulaire des neurones en migration, indiquant 

un rôle crucial de mTORC1 dans de nombreux processus cruciaux de la corticogenèse. 

 

1.3.4 Régulations transcriptionnelles  

Un très grand nombre de facteurs de transcription ont été impliqués dans la prolifération des 

progéniteurs neuronaux (Figure 17). Des défauts dans la division des progéniteurs et dans la croissance 

du cerveau ont par exemple été retrouvés chez des souris mutantes pour les facteurs de transcription 

à homéodomaine Pax6, Lhx2 et Arx, le récepteur nucléaire Tlx et le facteur de transcription à domaine 

Winged-Hélice Foxg1 (Arai et al., 2005; Friocourt et al., 2008; Hanashima et al., 2004; Porter et al., 

1997; Roy et al., 2004). Durant le développement, le système nerveux central est soumis à des 

gradients de morphogène tels que Fgf, Bmp, Shh et Wnt ce qui entraine des régionalisations des 

expressions des facteurs de transcription et par conséquent une organisation et une morphogenèse 

hautement structurées et spécialisées (Martynoga et al., 2012). 

Pax6 est l'un des facteurs les plus étudiés et apparait comme un régulateur clé dans la neurogenèse 

embryonnaire (Ypsilanti and Rubenstein, 2016). Pax6 favorise la prolifération des cellules gliales 

radiaires en jouant par exemple sur l'orientation du fuseau mitotique (Asami et al., 2011). Mais il peut 

aussi favoriser la neurogenèse par l'induction de gènes pro-neurogéniques tels que les Neurogénines 

(Sansom et al., 2009). Ces effets opposés semblent être régulés par des épissages alternatifs de Pax6 

et son interaction avec d'autres facteurs de transcription tels que Sox2 et Hes1 (Osumi et al., 2008; 

Sansom et al., 2009; Walcher et al., 2013). 
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Plusieurs facteurs de transcription, incluant Ngn2, Insm1 et Ap γ, so t i pli u s da s l' tape cruciale 

de la génération de progéniteurs basaux à partir des cellules gliales radiaires. Ces trois facteurs de 

transcription partagent la capacité d'induire l'expression de Tbr2, qui est un facteur de transcription 

requit pour la génération des progéniteurs basaux (Martynoga et al., 2012).  

La différenciation neuronale est induite via l'expression de gènes pro-neurogéniques spécifiques de 

certaines régions tels que les facteurs de transcription SoxC, Sox4 et Sox11, les neurogénines Ngn1/2 

et Ascl1 (Kamachi and Kondoh, 2013; Martynoga et al., 2012). En particulier, le facteur de transcription 

Ascl1 est connu pour réguler les étapes précoces et tardives du développement, incluant la division 

des cellules gliales radiaires et la migration radiaire des neurones post-mitotiques (Pacary et al., 2011, 

2013). Ascl1 remplit ses fonctions par la régulation transcriptionnelle directe d'un grand nombre de 

gènes cibles. Ces effecteurs incluent des protéines contrôlant différents aspects de la neurogenèse tels 

que la progression dans le cycle cellulaire via la régulation de la petite RhoGTPase Rnd3 ou la 

réorganisation du cytosquelette nécessaire à la migration neuronale par régulation notamment de la 

protéine associée au centrosome et responsable de microcéphalies, CENPJ (Bond et al., 2005; Garcez 

et al., 2015; Pacary et al., 2011, 2013). 

 

 

Figure 17 : Régulations transcriptionnelles de la balance entre neurogenèse directe et indirecte. 

Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Martynoga et al. 2012) 
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1.3.5 Mécanismes épigénétiques 

Au cours des dernières années de nombreuses études ont souligné l'importance des modifications 

épigénétiques telles que la méthylation de l'ADN et la modification des histones dans le contrôle de 

l'expression des gènes régulant la neurogenèse et la transition entre la production de neurones et de 

cellules gliales (Yao and Jin, 2014; Yao et al., 2016). Les progéniteurs les plus précoces expriment plus 

fortement les régulateurs des modifications épigénétiques comme par exemples les protéines HMG 

qui régulent l'état de la chromatine ou les méthyltransférases telles que Ezh2 qui ont un rôle dans la 

modification des histones (Kishi et al., 2012; Pereira et al., 2010). De plus, la chromatine des 

progéniteurs les plus précoces est dans un état plus condensé que les progéniteurs tardifs (Kishi et al., 

2012). La condensation globale de la chromatine et les modifications épigénétiques de certains gènes 

semblent être impliquées dans la transition entre neurogenèse et gliogenèse comme par exemple la 

méthylation de l'ADN du gène codant la GFAP (filament intermédiaire présent dans les cellules gliales 

du système nerveux et en particulier dans les astrocytes) qui empêche une gliogenèse précoce au 

détriment de la neurogenèse (Fan et al., 2005). L'activation de la voie Notch dans des stades plus tardifs 

induit la déméthylation du promoteur de la GFAP par l'intermédiaire de l'induction de Nfia qui va 

dissocier les ADN méthyltransférases (Namihira et al., 2009). A l'inverse, durant les étapes précoces de 

la neurogenèse, l'expression des gènes induisant la production de neurones tel que Ngn1 est réprimé 

par les protéines Polycomb (Hirabayashi et al., 2009). 

L'activité de facteurs de transcription est aussi régulée par l’i te diaire de mécanismes 

épigénétiques. Par exemple, Pax6 interagit avec BAF155 et BAF170, qui sont des composants du 

complexe de remodelage des nucléosomes, SWI/SNF (Tuoc et al., 2013) (Figure 18). Durant la 

neurogenèse précoce, BAF170 entre en compétition avec BAF155 et modifie ainsi la structure de 

l'euchromatine ce qui entraine le recrutement du complexe répresseur Pax6/REST qui réprime 

l'expression des gènes cibles de Pax6 tels que Tbr2 et Cux2 qui  sont des gènes nécessaires pour la 

génération des progéniteurs basaux et des neurones (Tuoc et al., 2013). Plus récemment, il a été 

montré par la même équipe que le complexe BAF155/BAF170 est indispensable dans le 

développement du cortex pendant les étapes de prolifération, différenciation et survie cellulaire des 

progéniteurs neuronaux (Narayanan et al., 2015). Ce complexe interagit avec les déméthylases H3K27 

et potentialise leurs effets et contrôle ainsi le programme transcriptionnel global et l'état de la 

chromatine des cellules durant le développement. Un autre exemple correspond à l'interaction entre 

la protéine de remodelage de la chromatine Snf2l et le gène Foxg1, un régulateur clé de la 

neurogenèse. Il a été montré que Snf2l se lie au locus de Foxg1 à la mi-neurogenèse et inhibe ainsi son 

expression, ce qui a pour conséquence de lever l'effet d'inhibiteur de Foxg1 exercé sur p21, qui est un 

régulateur positif de la sortie du cycle cellulaire, promouvant ainsi la différenciation neuronale des 
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progéniteurs (Yip et al., 2012). Ces deux exemples montrent donc que la régulation de la chromatine 

pendant la neurogenèse contrôle la taille et l'épaisseur du cortex cérébral. 

 

 

Figure 18 : Modèle du contrôle de la prolifération des progéniteurs neuronaux par la régulation de la structure de la 

chromatine par BAF170. 

Du a t la eu oge se p o e jus u’à E . , da s des o ditio s sau ages WT , Pa  i te agit a e  BAF  et BAF  

(sous-unités du complexe SWI/SNF), ce dernier recrute le complexe REST-corépresseur au niveau du promoteur des gènes 

cibles de Pax6 impliqués dans la spécification en progéniteurs intermédiaires. Le KO pour BAF170 entraine un remplacement 

de BAF170 par BAF155, la perte du recrutement du complexe REST- o p esseu  et l’i du tio  d’u e structure de la 

h o ati e ui l e la p essio  e e e su  les g es i les de Pa  i pli u s da s la eu oge se. A l’i e se, la 
surexpression de BAF170 entraine une compétition avec BAF155, ce qui a un effet su  l’ tat de la h o ati e et pe et la 
répression des gènes cibles de Pax6 et promeut la neurogenèse directe. D’ap s Tuoc et al. 2013) 

 

1.3.6 L'environnement des progéniteurs 

En plus des signaux extra-cellulaires mentionnés précédemment, de nombreux signaux provenant de 

l'environnement des progéniteurs peuvent influencer le comportement de ces cellules (Figure 19). 
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Figure 19 : Signaux environnementaux régulant la prolifération et la différenciation des progéniteurs neuronaux. 

Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Paridaen & Huttner 2014) 

 

Nous avons pu voir précédemment que la majorité des signaux reçus par les cellules gliales radiaires 

proviennent de leur domaine apical bordant le ventricule et de leur prolongement basal. Cependant 

les progéniteurs basaux ne possèdent pas ces deux domaines. Des études ont permis de montrer que 

la répartition dans l'espace des progéniteurs basaux suivait la distribution des vaisseaux sanguins et 

semblerait ainsi réguler leur prolifération en agissant comme une source de nutriments et de 

molécules de signalisation (Javaherian and Kriegstein, 2009; Stubbs et al., 2009). De plus, il a aussi été 

montré que les prolongements des cellules gliales radiaires ont un rôle dans la stabilisation des 

vaisseaux sanguins nouvellement formés, via l'inhibition de la voie Wnt, soulignant le lien étroit entre 

cellules gliales radiaires et le réseau vasculaire du cortex (Ma et al., 2013). 

Les cellules de la microglie, qui sont décrites comme les cellules immunitaires du cerveau, sont de plus 

en plus impliquées dans la neurogenèse et en particulier du fait de leur présence dans les zones 

prolifératives durant le développement du cerveau (Antony et al., 2011). En particulier, une étude 

montre que les cellules de la microglie présentes dans la ZV et la ZSV sont capables de restreindre la 

population de progéniteurs neuronaux en phagocytant des progéniteurs n'ayant pas enclenché de 

processus de mort cellulaire régulant ainsi leur nombre (Cunningham et al., 2013). 

Des travaux ont également mis en évidence que les progéniteurs répondent également à des stress 

mécaniques au niveau de la VZ. En effet, lorsque les cellules gliales radiaires sont privées de leur 

prolongement basal elles ne peuvent plus subir de migration nucléaire intercinétique vers la région 

basale induisant un encombrement au niveau le plus apical de la VZ où se concentrent les mitoses et 
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provoquant le départ précoce des cellules gliales radiaires vers la région basale (Okamoto et al., 2013) 

(Figure 20). Ces observations vont dans le sens des propositions de Smart et coll qui suggéraient que 

les divisions au niveau basal surviennent lorsque la surface ventriculaire apicale est encombrée par les 

mitoses apicales (Smart, 1976). 

 

Les neurones post-mitotiques déjà produits peuvent également envoyer des informations en retour 

aux progéniteurs. En particulier, les cellules de Cajal-Retzius sont connues pour sécréter la 

glycoprotéine Reelin, qui en plus de son rôle crucial durant la migration neuronale, permet l'activation 

de la voie Notch dans les cellules gliales radiaires apicales promouvant ainsi les divisions symétriques 

prolifératives et retardant la neurogenèse (Lakomá et al., 2011). Un autre exemple de régulation à 

longue distance par des neurones post-mitotiques correspond à une population de neurones 

glutamatergiques transitoires migrant tangentiellement du télencéphale ventral vers la plaque 

corticale lors des étapes précoces du développement et disparaissant ensuite (Teissier et al., 2010). En 

effet, la suppression de ces neurones durant le développement entraine une diminution de la 

production de neurones corticaux destinés aux couches superficielles du cortex démontrant ainsi leur 

participation dans le maintien de l'état prolifératif des progéniteurs (Teissier et al., 2012). 

Enfin, les méninges qui sont une source d'acide rétinoïque ont également été impliquées dans la 

régulation de la neurogenèse. L'acide rétinoïque jouant un rôle crucial dans le contrôle de la sortie du 

cycle cellulaire, les souris n'étant pas capables de former les méninges présentent une très forte 

réduction de la production de neurones (Siegenthaler et al., 2009). 

 

1.3.6 Le rôle de l'ubiquitination 

Figure 20 : La migration nucléaire intercinétique 

est essai e pou  opti ise  l’espa e o up  pa  
les corps cellulaires des progéniteurs de la zone 

ventriculaire. 

L’a latio  du p o essus asal des p og iteu s 
apicaux par suppression de la protéine de surface 

TAG-1 (TAG-1 knockdown) résulte en une 

congestion  périventriculaire des corps cellulaires 

des progéniteurs par défaut dans le mouvement 

u l ai e asal. Ce d faut est sui i d’u  
détachement précoce de la surface apicale des 

cellules encombrées menant à des anomalies de la 

formation du o te . D’ap s Okamoto et al. 2013) 
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L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle des protéines au même titre que la 

phosphorylation, l'acylation ou l'alkylation. Cette modification implique la conjugaison d’u e ou 

plusieurs ubiquitines au niveau de résidus lysines du substrat protéique et ce processus est catalysé 

par l'action séquentielle de 3 classes d'enzymes (E1, E2 et E3) (Figure 21). La spécificité de 

l'ubiquitination est principalement déterminée par l’E  ubiquitine ligase qui transfère l'ubiquitine sur 

le substrat. Il existe de très nombreux gènes codant pour les E3 ubiquitine ligases du fait de leur 

reconnaissance spécifique du substrat. Elles sont réparties en deux grandes familles, les RING (Really 

interesting new gene) E3 ligases et les HECT (Homologous to the E6-AP carboxyl terminus) E3 ligases.  

 

 

Figure 21 : Le p o essus d’u i uiti atio  des p ot i es. 

L’u i uiti atio  o espo d à u e a tio  s ue tielle gul e pa   lasses d’e z es E , E , E . L’e z e a ti at i e E  

atal se la fo atio  d’u e liaiso  thioeste  a e  l’u i uiti e de a i e ATP d pe da te. L’u i uiti e peut e suite t e 
t a sf e e s l’e z e de o jugaiso  E , ui se a e suite e o ue pa  l’e z e de ligatio  E , dont il existe deux types 

majeurs que sont les HECT-ligases et les RING-ligases. Les RING-ligases di ige t le t a sfe t di e t de l’u i uiti e de E  e s le 
substrat tandis que les HECT-ligases eçoi e t l’u i uiti e a ti e de l’e z e E , se lie t a e  ia u e liaiso  thioeste  au 
niveau du domaine HECT et la transfère vers le substrat qui est en parallèle reconnu spécifiquement la E3-ligase. D’ap s 
Kawabe & Brose 2011) 

 

Le système ubiquitine/protéasome a été impliqué pour la première fois comme un élément clé dans 

le développement du cerveau par la découverte de l'expression spécifique de l'ubiquitine hydrolase C-

terminale PGP 9.5 dans les neurones des embryons de rat (Kent and Clarke, 1991; Wilkinson et al., 

1989). Depuis, de nombreuses études ont confirmé le rôle crucial joué par le système 

ubiquitine/protéasome dans le développement du cerveau (Kawabe and Brose, 2011). Nous allons 

focaliser sur le rôle joué par les RING E3 ligases Mind bomb homologue 1 (MIB1), Cdh1-APC et TRIM11 

et l’HECT E3 ligase HUWE1 durant la neurogenèse. Mais il est intéressant de noter qu'il a également 

été montré que lorsque le gène Ubb codant pour l'ubiquitine est inactivé, le nombre de cellules 

souches neuronales diminue tandis que le nombre de cellules gliales augmente, ce qui est justifié par 

une gliogenèse précoce des cellules souches neuronales (Ryu et al., 2014) (Figure 22). Ces données 
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montrent donc que le niveau cellulaire d'ubiquitine est un déterminant important dans le contrôle du 

destin cellulaire et du timing de la différenciation des progéniteurs en neurones et en cellules gliales. 

 

Figure 22 : Modèle proposé pour la gulatio  de la eu oge se d pe da t du iveau d’u i uiti e via la gulatio  de la 
signalisation Notch. 

Dans des conditions sauvage (wild type), la signalisation Notch est diminuée au niveau embryonnaire afin de promouvoir la 

neurogenèse tandis que sa signalisation est augmentée en post-natal pour favoriser la gliogenèse et la maturation des 

neurones. La dérégulation du gène Ubb oda t pou  l’u i uitine (Ubb knockout) réduit le niveau cellulaire en ubiquitine, ce 

qui résulte en une activation prolongée de la signalisation Notch (augmentation de la stabilité du domaine intracellulaire du 

récepteur de Notch, NICD) et donc u e di i utio  de l’auto-renouvelle e t des p og iteu s eu o au  N“C . L’a ti atio  
de Notch durant le développement embryonnaire pourrait conduire à une différenciation prématurée des progéniteurs 

neuronaux en cellules gliales. Les neurones ainsi générés seraient défectueux et engendreraient l’a ti atio  des ast o tes 
qui seraient responsables en retour de la mort cellulaire des neurones défectueux. D’ap s Ryu et al. 2014) 

 

a. Contrôle de la signalisation Notch par les E3 ligases MIB1 et HUWE1 

La voie de signalisation Notch, dont l'activation inhibe la différenciation neuronale, est connue comme 

une cible majeure de la régulation par le système ubiquitine/protéasome et en particulier par l'action 

de la RING E3 ligase MIB1 et la HECT E3 ligase HUWE1 (Figure 23). 

La protéine murine MIB1 est fortement exprimée dans les neurones et dans les progéniteurs 

intermédiaires indiquant que ces cellules envoient un signal Notch aux cellules gliales radiaires durant 

le développement. En effet, dans les souris knock-out (KO) conditionnelles pour MIB1 les cellules gliales 

radiaires se différencient prématurément en progéniteurs intermédiaires et neurones (Yoon et al., 

2008). La protéine murine MIB1 est fortement exprimée dans les neurones et dans les progéniteurs 

intermédiaires mais absente dans les cellules gliales radiaires (Yoon et al., 2008). Dans les souris knock-
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out (KO) conditionnelles pour MIB1, il y a une forte réduction du nombre de cellules gliales radiaires, 

révélant que les jeunes neurones et les progéniteurs intermédiaires sont essentiels pour présenter le 

ligand Notch aux cellules gliales radiaires afin de maintenir la capacité proliférative des cellules gliales 

radiaires (Yoon et al., 2008). L'inactivation de MIB1 a montré que l'expression de nombreux gènes 

cibles de Notch tels que Hes5 et Hey1/2 était réduite et que cette réduction est due à une accumulation 

des ligands de Notch, Dll et Jagged, au niveau de la membrane indiquant que MIB1 est nécessaire à 

l'ubiquitination et l'internalisation de Dll1 afin de faciliter l'activation de la voie Notch (Itoh et al., 2003; 

Koo et al., 2005). Il est aussi intéressant de noter que MIB1 est régulée elle-même par des protéines 

jouant un rôle dans la balance entre division symétrique et asymétrique. En effet la kinase PAR1, qui 

est nécessaire pour la polarité neuronale, phosphoryle MIB1 et déclenche ainsi sa dégradation par le 

système ubiquitine/protéasome et réduit ainsi la voie de la signalisation Notch pour induire la 

neurogenèse (Ossipova et al., 2009). 

A l'inverse de MIB1, la E3 ubiquitine ligase HUWE1 de la famille HECT joue un rôle dans la régulation 

négative de la voie Notch en impliquant le facteur de transcription N-Myc, un proto-oncogène qui est 

exprimé dans le cerveau en développement. La perte de fonction de N-Myc entraine la réduction de 

l'expression de la cycline D2 et une réduction de la taille du cerveau due à une altération de la capacité 

proliférative des progéniteurs et à une différenciation neuronale précoce (Knoepfler et al., 2002). La 

protéine E3 ligase HUWE1 est capable de lier et d'ubiquitiner N-Myc afin d'entrainer sa dégradation 

par le protéasome (Zhao et al., 2008). Ce processus est nécessaire pour la sortie du cycle cellulaire et 

la différenciation des progéniteurs neuronaux. Par la suite, il a été montré que HUWE1 régule 

négativement l'expression du ligand de Notch DLL3 par l'intermédiaire de N-Myc puisque DLL3 est un 

gène cible du facteur de transcripition N-Myc dans le cerveau, ce qui a pour conséquence de 

promouvoir la différenciation neuronale (Zhao et al., 2009). 
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Figure 23 : R gulatio  de la eu oge se pa  l’u i uiti atio   

Pour plus de détails, voir le te te p i ipal. D’ap s Kawabe & Brose 2011) 

 

b. Cdh1/APC et la régulation du cycle cellulaire 

Le complexe de promotion de l'anaphase (APC : Anaphase promoting complexe) est un membre majeur 

des E3 ubiquitine ligases et appartient à la famille des RING E3 ligases. Cdh1 est une sous-unité 

régulatrice clé de ce complexe et l'association de Cdh1 avec APC stimule son activité et permet la 

reconnaissance spécifique des substrats (Chang et al., 2015; Visintin et al., 1997). 

La fonction de Cdh1/APC dans la neurogenèse du cortex cérébral a été principalement caractérisée par 

l'étude des souris KO conditionnelles pour Cdh1 dans les progéniteurs neuronaux (Delgado-Esteban et 

al., 2013; Eguren et al., 2013). L'inactivation conditionnelle dans les progéniteurs altère la neurogenèse 

suite à un retard dans la sortie de la mitose et une accélération de l'entrée en phase S, ce qui entraine 

un stress au niveau de la réplication de l'ADN et l'induction via p53 de la mort cellulaire par apoptose 

(Delgado-Esteban et al., 2013). L'ensemble de ces altérations mène donc à une réduction du nombre 

de neurones corticaux et par conséquent une réduction de la taille du cerveau. L'entrée prématurée 

en phase S induisant la mort cellulaire est décrite pour être le résultat de la diminution de l'abondance 

de substrats de Cdh1-APC tels que Aurora A, Aurora B et la cycline B1, ce qui réduit le temps passé par 

les cellules en phase G1 (Eguren et al., 2013). 

c. TRIM11 et la régulation de gènes pro-neurogéniques 

TRIM11 est une RING E3 ubiquitine ligase qui peut interagir avec le facteur de transcription Pax6 ce 

qui mène à sa dégradation par le système ubiquitine/protéasome durant le développement cortical 

(Tuoc and Stoykova, 2008) (Figure 23). La diminution de l'expression de TRIM11 par RNAi entraine 
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l'augmentation de l'expression de Pax6 et donc des altérations au niveau de la prolifération des 

progéniteurs et de l'apoptose. Il est également intéressant de noter que le gène de la souris codant 

pour Trim11 contient des sites de liaisons pour Pax6 et que la transcription de TRIM11 est augmentée 

par la surexpression de Pax6 dans des cellules en culture (Tuoc and Stoykova, 2008). Ce résultat indique 

donc qu'il existe une boucle d'autorégulation entre Pax6 et Trim11 qui équilibre l'expression des deux 

protéines. TRIM11 est donc un régulateur clé de la neurogenèse via son effet positif indirect sur la 

signalisation Notch, puisque un niveau d'expression réduit de Pax6 va mener à une réduction de 

l'expression de la Neurogénine-2, qui est également régulée négativement par Notch afin d'inhiber la 

neurogenèse. 

1.4 Génération de la diversité neuronale 

Le processus impliqué dans la différenciation et la spécification des différents sous-types de neurones 

durant le développement du cortex est l'objet de nombreuses études depuis longtemps. Sachant que 

chaque couche du cortex en développement est occupée par des neurones qui sont nés plus ou moins 

au même moment, l'hypothèse d'une régulation temporelle des progéniteurs selon laquelle les sous-

types de neurones sont spécifiés en fonction de leur date de naissance a été largement acceptée. Cette 

hypothèse est renforcée par le fait que des transplantations de cellules dans le cerveau du furet ont 

suggéré que le destin des neurones pour les couches profondes ou superficielles est déterminé en 

partie au niveau des progéniteurs (McConnell and Kaznowski, 1991). De plus, des modèles de culture 

cellulaire ont permis de tester les capacités de différenciation des progéniteurs corticaux in vitro et ont 

aussi fourni des informations concernant la mise en place du sous-type neuronal. In vitro, les cellules 

corticales suivent la même tendance observée in vivo, les neurones destinés aux couches profondes 

sont générés après moins de divisions que les neurones destinés aux couches superficielles et les 

progéniteurs isolés à partir d'étapes plus tardives du développement possèdent une habilité réduite 

pour produire des sous-types de neurones générés précocement durant le développement (Shen et 

al., 2006). De plus, des travaux réalisés dans des cellules souches embryonnaires et des progéniteurs 

corticaux dérivés de cellules souches pluripotentes induites récapitulent la génération séquentielle des 

principaux sous-types de chaque couche (Eiraku et al., 2008; Gaspard et al., 2008; Shi et al., 2012). Ces 

études ont montré que l'ordre de génération temporelle des différents sous-types de neurones de 

projection est contrôlé par des signaux temporels fournit au sein des cellules. 

Durant la formation du cortex en six couches (couches I à VI), les neurones pyramidaux sont produits 

selon un ordre inside-out hautement régulé, c'est à dire que les neurones pyramidaux destinés aux 

couches profondes sont produit avant les neurones destinés aux couches superficielles.  



51 
 

De nombreuses études indiquent qu'il existe un programme transcriptionnel qui contribue à 

l'hétérogénéité des cellules gliales radiaires afin d'influencer la destinée de leurs descendances. Par 

exemple, les facteurs de transcription Neurogenines 1 et 2 contrôlent la spécification des cellules 

gliales radiaires en neurones des couches profondes durant la neurogenèse précoce alors que les 

facteurs de transcription Pax6 et Tlx sont nécessaires pour la spécification en neurones des couches 

superficielles (Schuurmans et al., 2004). Le facteur de transcription Fezf2 est requis au niveau des 

cellules gliales radiaires pour se spécifier en neurones cortico-fugaux à projection sous-corticales qui 

vont peupler les couches V et VI (Chen et al., 2008a; Molyneaux et al., 2005). 

En 2012, Franco et coll ont mis en évidence une sous-population de cellules gliales radiaires exprimant 

Cux2. Cette sous-population serait spécifiée pour générer uniquement des neurones des couches 

superficielles de manière indépendante de l'environnement et de leur date de naissance. Ces données 

indiquaient donc que la spécification du destin moléculaire assure la date de naissance appropriée 

plutôt que l'inverse (Franco et al., 2012) (Figure 24). Une étude plus récente de la même équipe 

confirme ces résultats en montrant que la grande majorité des neurones issus des cellules gliales 

radiaires exprimant Cux2 expriment le facteur de transcription des couches superficielles Satb2+ (Gil-

Sanz et al., 2015). Cependant, ces données sont sujettes à controverse puisque une autre équipe a 

publié en 2013 et en 2015 deux études montrant que les cellules gliales radiaires exprimant Cux2 sont 

capables de générer des neurones des couches profondes et superficielles ainsi que des cellules de la 

glie (Eckler et al., 2015; Guo et al., 2013). Ils montrent également qu'il existe une population de cellules 

gliales radiaires qui expriment Fezf2 durant l'ensemble de la neurogenèse et qui est capable de 

produire l'ensemble des neurones pyramidaux et des cellules de la glie, remettant ainsi en cause 

l'existence, et l'identité moléculaire, des cellules gliales radiaires dont le destin est limité à une couche 

en particulier (Eckler et al., 2015; Guo et al., 2013).  
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Figure 24 : Modèle de la génération des neurones pyramidaux destinés aux couches superficielles et profondes par les 

différents lignages de cellules gliales radiaires. 

(A) Les neurones pyramidaux des couches profondes V-VI (lower layers, LL) sont produits à partir des lignées de cellules gliales 

adiai es RGC  ’e p i a t pas Cu  Cu - lineage) qui sont neurogéniques durant le développement précoce. Les neurones 

pyramidaux destinés aux couches superficielles IV-II (Upper Layers, UL) sont générés par les cellules gliales radiaires Cux2+ 

qui sont présentes en même temps que les Cux2- durant le développement précoce mais ne subissent que des divisions 

prolifératives et ne deviennent neurogéniques que durant le développement tardif. 

(B et C) Modèles de lignage des différents sous-types de neurones pyramidaux avec dans les deux modèles les cellules gliales 

radiaires se spécifient en cellules Cux2+ ou Cux2-. (B) Les cellules Cux2+ et Cux2- sont ensuite progressivement limitées dans 

le temps pour générer séquentiellement les différents sous-types de neurones en fonction de leur date de production (B) ou 

bien les cellules Cux2+ et Cux2- entreprennent des spécifications supplémentaires pour générer des lignages spécifiques de 

progéniteurs pour la production de chaque sous-t pes de eu o es p a idau  C . D’ap s Franco & Müller 2013) 

 

D'autre part, les progéniteurs intermédiaires basaux ont été proposés pour générer des sous-types de 

neurones corticaux spécifiques de par leurs propriétés distinctes des cellules gliales radiaires et en 

particulier un profil moléculaire unique tel que l'expression spécifique du facteur de transcription Tbr2 

(Englund, 2005). A l'origine, il était proposé que ces cellules produisaient principalement des neurones 

des couches superficielles mais des études plus récentes indiquent que les progéniteurs intermédiaires 

peuvent produire des neurones de l'ensemble des couches (Kowalczyk et al., 2009; Mihalas et al., 2016; 

Tarabykin et al., 2001; Vasistha et al., 2015). En particulier, Mihalas et coll ont montré dans une étude 

récente que les progéniteurs intermédiaires étaient capables de produire l'ensemble des neurones 

pyramidaux et u’u e sous-population de progéniteurs intermédiaires précoces peut générer des 

neurones qui seront destinés à des couches superficielles par la suite (Mihalas et al., 2016) (Figure 25). 
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Deux possibilités peuvent expliquer ce résultat, soit le destin pour les couches superficielles est déjà 

spécifié au niveau d'une sous-population de cellules gliales radiaires précoces (comme la sous-

population Cux2+ décrite par Franco et coll, 2012) puis ce destin est hérité par certains progéniteurs 

intermédiaires précoces, soit si les progéniteurs intermédiaires sont considérés comme étant capables 

de produire l'ensemble des identités neuronales alors le destin neuronal serait déterminé par le timing 

des mitoses. De manière intéressante, cette étude montre également que Tbr2 est principalement 

nécessaire pour la différenciation des progéniteurs intermédiaires en neurones ainsi que la 

détermination de leur identité mais pas à leur formation, ce qui est en contradiction avec une étude 

précédente (Sessa et al., 2010). 

 

 

Figure 25 : Les progéniteurs intermédiaires précoces peuvent produire des neurones des couches superficielles et 

profondes. 

L’utilisatio  d’u  od le de sou is pe etta t le t açage des p og iteu s i te diai es T + a pe is de o t e  ue les 
progéniteurs intermédiaires destinés à produire des neurones des couches superficielles apparaissent durant le 

développement précoce (environ E11.  et u’à mesure que la neurogenèse progresse, la destinée des neurones produits 

par les progéniteurs intermédiaires est progressivement limitée aux couches superficielles (partie supérieure). Suite à 

l’i a ti atio  de T , u  o e duit de eu o es est produit suite à un défaut de transition des progéniteurs 

intermédiaires en neurones (milieu). Ce défaut, dans des stades précoces, a pour conséquence la production prématurée de 

neurones destinés à des couches superficielles durant le développement et conduit finalement à des altérations dans 

l’o ga isatio  la i ai e du o te . Da s la pa tie i f ieure de la figure, un schéma récapitulant les dérégulations des 

interactions de Tbr2 avec différents facteurs de transcription est représenté. D’ap s Mihalas et al. 2016) 
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Il est également intéressant de noter que la voie de signalisation Shh a également été impliquée dans 

les mécanismes de spécification des progéniteurs corticaux. En effet, les auteurs ont montré que la 

délétion de la protéine Sufu (un antagoniste de la voie Shh qui régule la transition du facteur de 

transcription Gli vers son répresseur) dans les progéniteurs au stade précoce E10.5 entraine un défaut 

de la spécification en sous-types de neurones pyramidaux qui sont produits au stade précoce mais 

également au stade tardif de la neurogenèse alors que la délétion de Sufu à E13.5 n'entraine aucun 

défaut (Yabut et al., 2015) (Figure 26). Cette étude est donc particulièrement intéressante car elle met 

l'accent sur les événements régulateurs fondamentaux intervenant à des stades précoces de la 

neurogenèse pour maintenir le programme de spécification pour l'ensemble des sous-types de 

neurones y compris les sous-types de neurones produits à des stades plus tardifs du développement 

cortical. 

 

 

Figure 26 : Modèle du rôle critique joué par Sufu dans la spécification des neurones pyramidaux.  

La délétion de Sufu dans les progéniteurs neuronaux à E10.5 entraine une dérégulation des activités des protéines Gli2 et 

Gli3 et ainsi une augmentation de la signalisation Shh (partie basse). Cette activation ectopique de la signalisation Shh mène 

à une spécification inappropriée des progéniteurs, une réduction du nombre de progéniteurs intermédiaires et finalement 

des d fauts d’o ga isatio  des eu o es da s le o te . De a i e su p e a te, es d fauts e so t pas d te t s lo s ue la 
délétion de Sufu est réalisée à un stade plus tardif correspondant à une période de production de neurones destinés aux 

couches supérieures (partie haute). Ces observations semblent donc indiquer que des évènements de régulation surviennent 

durant des stades précoces du développement cortical assu a t le ai tie  de l’ide tit  des p og iteu s afi  de g e  
des lignages de neurones pyramidaux distincts, incluant la spécification des neurones pyramidaux produits à des stades tardifs 

du d eloppe e t o ti al. D’ap s Yabut et al. 2015)  
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Des études montrent également qu'outre des mécanismes intrinsèques aux cellules, la régulation de 

la spécification du sous-type neuronal peut se faire par l'intermédiaire de signaux environnementaux. 

En particulier, une étude récente a montré que la diminution de l'expression de la Protocadhérine 20 

(de la famille des cadhérines permettant l'adhésion cellule-cellule dépendante du calcium), qui est 

exprimée dans les neurones de la couche IV, induit la localisation de ces cellules dans les couches II-III 

(Oishi et al., 2016) (Figure 27). De plus, ces neurones mal positionnés acquièrent les caractéristiques 

des neurones des couches II-III et perdent celles de la couche IV. Ces résultats indiqueraient donc que 

l'identité des neurones n'est pas déterminée uniquement au niveau des progéniteurs et à leur date de 

naissance mais également par leur environnement après leur positionnement dans la plaque corticale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Mod le de l’a uisitio  de l’ide tit  
neuronale de la couche IV via le positionnement 

correct dans le cortex. 

Dans ce modèle les neurones destinés aux couches 

superficielles (II-IV  ’a ui e t pas leu  ide tit  
finale avant de venir résider juste en dessous de la 

zone marginale (gauche). Après la fin du processus de 

migration radiaire, le futur neurone de la couche IV 

vient se positionner dans la partie basse des couches 

II-IV de manière dépendante de Pcdh20 et RhoA 

(milieu haut). Ce positionnement permettrait la 

spécification en neurone de couche IV  via 

l’ ta lisse e t de o ta ts a e  les a o es o ti o-

thalamiques (TC axons . E  l’a se e de P dh , les 
neurones résident dans la partie haute des couches 

II-IV et ne sont donc pas capables de recevoir les 

signaux provenant des axones cortico-thalamiques. 

Ce od le sugg e ue l’ide tit  de eu o es de 
couche IV ’est pas o pl te e t d te i e au 
moment de leur production mais est assurée par des 

signaux environnementaux induits par leur 

positio e e t o e t. D’ap s Oishi et al. 2016) 



56 
 

2. La migration neuronale radiaire 

2.1 Généralités 

Les neurones pyramidaux nouvellement générés au niveau des zones germinales (zone ventriculaire 

et sous-ventriculaire) atteignent leur destination finale au sein du cortex en développement via le 

processus de migration radiaire (Ayala et al., 2007b). Les neurones qui arrivent en premier forment 

u e p pla ue t a sitoi e et so t sui is pa  d’aut es eu o es ui o t fo e  la pla ue o ti ale. Les 

neurones formant la plaque corticale séparent la préplaque en une zone marginale superficielle et en 

une sous-plaque qui est située en-dessous de la couche VI nouvellement formée. Des vagues 

successives de neurones en migration vont occuper progressivement les couches corticales les plus 

superficielles selon une organisation dénommée « inside-out », ce qui signifie que les neurones 

appartenant aux couches les plus profondes sont générés et arrivent à destination en premier puis 

sont suivis par les neurones qui vont résider dans les couches superficielles (Figure 28).  

 

Figure 28 : Mise en place de la plaque corticale selon une organisation inside-out. 

Les premières divisions asymétriques des cellules souches neuroépithéliales (NESC) produisent les cellules qui vont occuper 

la préplaque. Les cellules gliales radiaires (RGPC) vont ensuite produire les neurones les plus précoces (violet) qui vont former 

la plaque corticale (CP) en séparant la préplaque (PP) en une zone marginale (MZ) et une sous-plaque (SP) et correspondront 

au stade postnatal aux neurones de la couche profonde VI. Les neurones de la vague suivante (bleu foncé) migrent à travers 

la zone inte diai e I)  et les eu o es p oduits p de e t a a t d’attei d e leu  positio  da s la pla ue o ti ale 
(formant la future couche V). Le même processus a lieu pour les vagues suivantes de neurones pour former les couches de 

neurones IV (rouge), III leu iel  et II e t . D’ap s Hippenmeyer 2014) 
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Aux stades précoces de la corticogenèse, la distance de migration des neurones est courte mais à 

mesure que le développement progresse, les neurones nouvellement générés doivent migrer sur des 

distances de plus en plus longues, de ce fait deux modes de migration radiaire sont distingués selon le 

stade de développement : la translocation somatique et la locomotion (Ayala et al., 2007b) (Figure 29). 

Les neurones produits les plus précocement formant la préplaque utilisent la translocation somatique 

tandis que la majorité des neurones formant la plaque corticale migrent selon un processus de 

locomotion. Les neurones employant la translocation somatique possèdent un long processus 

a t ieu  ui s’atta he au i eau de la su fa e piale et e p o essus a t ieu  de ie t p og essivement 

de plus en plus court à mesure que le corps cellulaire est tiré vers la membrane piale (Miyata et al., 

2001; Nadarajah et al., 2001). Ces neurones se déplacent de manière continue sans aucune pause 

significative (Nadarajah et al., 2001). Il est important de noter que ce mode de migration ne dépend 

pas d’u  suppo t de ig atio  ais seule e t de l’atta he e t du p o essus a t ieu  à la e a e 

piale. A l’i e se, les eu o es p oduits plus tardivement et formant la plaque corticale se déplacent 

par un processus de locomotion le long des fibres des cellules gliales radiaires. 

Les pa ag aphes sui a ts fo alise t su  le ode de ig atio  eu o ale p i ipal, s’effe tua t pa  

locomotion, en détaillant les processus cellulaires impliqués et les mécanismes moléculaires sous-

tendant ces processus. 

 

Figure 29 : Les différents modes de migration des neurones pyramidaux dans le cortex cérébral en développement. 

Voi  te te p i ipal. D’ap s Evsyukova et al. 2013) 

 

2.2 Les étapes séquentielles de la migration neuronale 

Durant les stades du développement correspondant à la formation de la plaque corticale, les neurones 

générés dans la zo e ge i ale e t i ulai e su isse t u e s ie d’ tapes de migration séquentielles 

afi  d’attei d e leu  desti atio  fi ale da s la pla ue o ti ale Figure 30).  
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Premièrement, les cellules destinées à être des neurones se détachent du neuroépithélium de la 

surface du ventricule (1) et se déplacent de manière radiaire vers la zone sous-ventriculaire (1) (Itoh et 

al., 2013). Au sein de la zone sous-ventriculaire, les neurones restent stationnaires durant environ 24h 

et la plupart adoptent une morphologie multipolaire avec u e phase d a i ue d’e te sio  et de 

rétractation des prolongements dans toutes les directions (2) (Noctor et al., 2004; Tabata and 

Nakajima, 2003). Durant cette phase, les déplacements des neurones multipolaires ne semblent pas 

nécessiter les fibres des cellules gliales radiaires et se déplacent lentement avec, pour certains de ces 

eu o es, u  ou e e t de etou  e s la zo e e t i ulai e a a t fi ale e t d’adopte  leu  

morphologie bipolaire nécessaire à la migration par locomotion le long des fibres de la glie radiaire 

vers la membrane piale (3). Les neurones migrent ensuite par locomotion à travers la zone 

intermédiaire (4), atteignent la sous-plaque, entrent au niveau de la couche de la plaque corticale cible 

et continuent de se déplacer vers la zone marginale (5). Une fois arrivés au niveau de la partie la plus 

supérieure de la plaque corticale, juste en dessous de la zone marginale, les neurones se détachent 

des fibres de la glie adiai e ta dis ue l’e t it  du p o essus a t ieu  este atta h e à la zo e 

a gi ale , e ui pe et au  eu o es d’effe tue  u e t a slo atio  te i ale so ati ue pou  

o lu e le p o essus de ig atio  adiai e et l’i stallatio  au i eau de la position appropriée (7). 

Cette étape de translocation somatique terminale est critique lors de la migration radiaire afin de 

permettre aux neurones de passer au-delà des neurones précédents et de mettre en place une plaque 

Figure 30 : Etapes séquentielles de la migration 

neuronale radiaire. 

Voir texte le principal. D’ap s Hippenmeyer 

2014) 
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corticale avec une organisation inside-out. Des études récentes ont montré que la partie la plus 

supérieure de la plaque corticale possède des caractéristiques histologiques différentes des parties 

plus inférieures et cette zone a été nommée la zone corticale primitive (PCZ : primitive cortical zone) 

(Sekine et al., 2011). Cette étude montre également que les neurones migrant par locomotion 

s’a te t de a i e t a sitoi e juste e  dessous de ette zone avant de subir la translocation 

somatique terminale et atteindre cette zone.  

2.3 Les processus cellulaires impliqués dans la locomotion 

Bien que les neurones migrent dans le cortex selon des modes et des voies différentes, il existe un 

modèle de base général du mouvement neuronal nécessitant une régulation très fine de trois étapes 

successives et répétées (Figure 31). Premièrement, la cellule procède à une extension de son processus 

antérieur, lequel inclut à son extrémité le cône de croissance qui subit de rapides extensions et 

t a tatio s à esu e u’il e plo e l’e i o e e t et u’il eçoit des sig au  e t a ellulai es, e ui 

lui pe et d’o ie te  la ig atio  a . E suite ette e te sio  est sui ie du ou e e t du e t oso e 

e s l’a a t du processus antérieur (b). Enfin, le corps cellulaire comprenant le noyau se déplace vers 

l’a a t, e p o essus est appel  u l oki se, et le p o essus post ieu  se t a te g ale e t e  

même temps (c) (Schaar and McConnell, 2005; Tsai and Gleeson, 2005).  
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Figure 31 : Les étapes cellulaires principales de la locomotion neuronale et des exemples de molécules impliquées dans 

chaque étape. 

Pou  plus de d tails, oi  te te p i ipal. D’ap s Jiang & Nardelli 2015) 

 

2.4 Mécanismes moléculaires de régulation de la migration 

neuronale 

La gulatio  de l’o ie tatio  de la ig atio  eu o ale se fait pa  l’i te diai e d’u  seau 

coordonné de voies de signalisation provenant de différentes régions des neurones, comme le corps 

cellulaire, le cône de croissance et le cil primaire, afin de contrôler le réarrangement du cytosquelette 

d’a ti e et des i otu ules. Nous allo s do  da s la se tio  sui a te ous i t esse  p e i e e t 

aux composants du cytosquelette permettant la mobilité cellulaire puis aux mécanismes de 

signalisation permettant la régulation du comportement du cytosquelette. 

2.4.1 Le réseau de microtubules et ses protéines associées 

Les i otu ules pe ette t d’assu e  la d a i ue des p olo ge e ts des eurones et jouent un 

rôle crucial dans le couplage entre le noyau et le centrosome durant la nucléokinèse. Il apparait donc 

u’u e fi e gulatio  de la d a i ue des i otu ules est essai e pou  la ig atio  eu o ale. 
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a. Le complexe Lis1/Ndel1/Dynéine 

La protéine Platelet Activating Factor Acetylhydrolase, non-catalytic isoform b1 (PAFAH1B1) est 

également nommée Lissencephaly-1 (LIS1) du fait de son implication dans un spectre de maladies 

neurodéveloppementales humaines caractérisées par des anomalies sévères du cortex et de la 

migration neuronale (Hattori et al., 1994; Reiner et al., 1993). LIS1 est une protéine associée au 

centrosome et aux microtubules et permet de maintenir la stabilité des microtubules par réduction 

de la fréquence des évènements de catastrophes (phase de dépolymérisation des microtubules) (Sapir 

et al., 1997). LIS1 est un membre de la famille hautement conservée des gènes impliqués dans la 

régulation de la migration nucléaire chez Aspergillus nidulans, ce processus rappelant la nucléokinèse 

dans les neurones en migration (Morris, 2000). Chez les eucaryotes supérieurs, LIS1 interagit avec la 

dynéine cytoplasmique qui est impliquée dans le transport subcellulaire et le mouvement cellulaire 

(Kardon and Vale, 2009). LIS1 interagit également avec NDEL1 (un autre membre de la famille des 

gènes de régulation de la migration nucléaire chez Aspergillus nidulans) et forment un complexe avec 

la dynéine cytoplasmique et son adaptateur, la dynactine, afin de régule  l’a ti it  de la d i e ia la 

modulation de son activité ATPase (McKenney et al., 2010; Mesngon et al., 2006; Toropova et al., 

2014; Yamada et al., 2008). E  pa ti ulie , NDEL  fa ilite l’i te a tio  e t e LI“  et la d i e et 

pe et le i lage de la d i e, ia LI“ , au i eau de l’e t it  +  des i otu ules (Li et al., 2005). 

De plus, Ndel1 joue un rôle dans le positionnement de LIS1 et de la dynéine au niveau du centrosome 

fa o isa t ai si la u l atio  et l’a o hage des i otu ules au e t oso e (Guo et al., 2006). Le 

rôle du complexe LIS1/NDEL1/dynéine durant le développement cortical a été examiné 

p i ipale e t pa  des e p ie es d’ le t opo ation in utero d’ARN i te f e e et des a al ses de 

souris KO (Sasaki et al., 2005; Shu et al., 2004; Tsai et al., 2007). Ces études proposent un modèle dans 

le uel e o ple e gule la ig atio  eu o ale pa  ai tie  de l’i t g it  du seau de 

i otu ules à l’o igi e du ouplage e t e le e t oso e et le o au du a t la u l oki se Figure 

32, A). Un modèle plus récent propose que les protéines de la membrane nucléaire Syne-1/2-SUN1/2 

auraient une fonction critique dans la nucléokinèse par pontage du noyau aux microtubules via LIS1 

et la dynéine cytoplasmique, cette dernière assurant le déplacement du noyau vers le centrosome 

(Zhang et al., 2009) (Figure 32, B).  
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Figure 32 : Modèles de la régulation de la migration neuronale par le complexe Lis1/Ndel1/dynéine. 

(A) Dans les conditions physiologiques, NDEL1 (Nudel, jaune) fa o ise l’i te a tio  e t e LI“1 et la dynéine pour la formation 

du complexe LIS1/NDEL /d i e. Ce o ple e ai tie t l’i t g it  du seau de i otu ules lo s du ouplage e t e le 
noyau et le centrosome qui est nécessaire pour assurer la nucléokinèse lors de la migration neuronale. La perte de fonction 

de NDEL1, LIS1 ou la dynéine entraine le désassemblage du complexe LIS1/NDEL1/dynéine. Le réseau de microtubule à 

l’o igi e du ouplage e t e le o au et le e t oso e est pe tu , e ui e t ai e u  d faut de la migration neuronale par 

alt atio  du p o essus de u l oki se. D’ap s “hu et al.  

(B) Modèle des complexes protéiques mis en jeu au niveau de la membrane nucléaire permettant le couplage entre le 

centrosome et le noyau. Les protéines de la membrane nucléaire SUN1/2 et Syne-1/2 interagissent via leurs domaines KASH 

et SUN pour former un pont entre le noyau et le réseau de microtubules. Durant la nucléokinèse, le complexe 

LIS1/dynéine/dynactine entre en contact avec Syne-1/2 et la force mot i e g e pa  la d i e e s l’e t it  -) des 

microtubules permet le mouvement du noyau vers le centrosome. ONM : outer nuclear membrane ; INM : inner nuclear 

membrane. D’ap s (Zhang et al., 2009) 

 

D’aut e pa t, u e tude de Hippe e e  et coll atti e l’atte tio  su  les fo tio s ellule auto o e 

et non-autonome des gènes dans la régulation des étapes de la migration neuronale (Hippenmeyer et 

al., 2010a). Afi  d’ tudie  les fo tio s ellule auto o e des g es Lis1 et Ndel1 in vivo, les auteurs 

utilisent la stratégie MADM (mosaic analysis with double markers  hez la sou is afi  d’o te i  u  KO 

de ces gènes uniquement dans des neurones isolés (Zong et al., 2005). Dans cette stratégie, les cellules 

mutantes homozygotes expriment un marqueur fluorescent (par exemple la GFP), les cellules 

sauvages expriment un autre marqueur (RFP) et les hétérozygotes expriment les deux marqueurs 

(jaune) dans un fond génétique de cellules non marquées. Le résultat le plus surprenant de cette étude 

correspond à la différence de phénotype de migration neuronale observée entre le modèle MADM et 

les tudes p de tes utilisa t d’aut es te h i ues de supp essio  de l’e p essio  de Ndel1. En effet, 

concernant Ndel1, les études précédentes de RNA interférence et des modèles souris KO 

conditionnelles montrent une très forte accumulation des neurones en migration dans les zones très 

profondes, entre les zones sous-ventriculaire et intermédiaire basse. Dans le modèle MADM, les 

neurones KO pour Ndel1 (dans lequel le fond génétique de la souris est hétérozygote pour Ndel1) sont 
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capables de migrer à travers les zones sous-ventriculaire et intermédiaire mais le phénotype se 

est ei t à u e i apa it  d’e t e  dans la plaque corticale (Shu et al. 2004; Youn et al. 2009; 

Hippenmeyer et al. 2010) (Figure 33). Cette donnée semble donc indiquer que NDEL1 pourrait avoir 

une fonction cellule non-autonome pour permettre la migration à travers la zone intermédiaire. 

Même si plusieurs mécanismes pourraient être envisageables pour expliquer cet effet, cette analyse 

osaï ue se le p i ipale e t le  u e i po ta te o t i utio  de l’interaction entre les 

eu o es afi  d’assu e  la ig atio .  

 

Figure 33 : Fonctions cellule autonome et non-autonome de NDEL1 dans la migration neuronale.  

Schéma récapitulatif des différents phénotypes de migration dans la zone intermédiaire (IZ) et la plaque corticale (CP) chez 

des souris sauvages (wild-type), KO conditionnelles Ndel1 (Ndel1 ko/hc ; Cre), MADM contrôle avec toutes les cellules 

sauvages pour Ndel1 (MADM-11 GT/TG) et KO mosaïques pour Ndel1 dans un fond génétique hétérozygote pour Ndel1 

(MADM-11GT/TG, Ndel1). Les contours des neurones de couleurs différentes indiquent les différents sous-types de neurones 

migrant de manière séquentielle tandis que les corps cellulaires rouges et verts correspondent respectivement aux cellules 

Ndel1 sauvages et Ndel1 KO. Pour plus de d tails oi  te te p i ipal. Adapt e d’ap s Hippenmeyer 2014) 

 

De manière cohérente avec ces données impliquant le complexe LIS1-NDEL1-Dynéine dans la 

ig atio  eu o ale, ous a o s epo t  l’ide tifi atio  de plusieu s utatio s da s le g e 

DYNC1H1 (cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1), codant pour la dynéine cytosplasmique, chez des 

patients présentant un large spectre de malformations du développement cortical (Voir partie 

Résultats, Poirier et al. 2013). Bien que la dynéine possède une multitude de fonctions cellulaires, les 

malformations du développement cortical o se es so t p o a le e t le sultat d’u  d faut de la 

translocation nucléaire dans les neurones en migration, comme observé après inhibition de 

l’e p essio  de la d i e pa  le t opo atio  in utero (Tsai et al., 2007).  

b. Doublecortine 
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Le gène DCX (codant pour la Doublecortine) a été initialement identifié comme étant responsable de 

lisse phalies li es à l’X hez les ho es et d’h t otopies sous-corticales (ou doublecortex) chez les 

femmes (Gleeson et al., 1998; Des Portes et al., 1998). DCX est une protéine associée aux microtubules 

qui est exprimée dans les neurones en migration et les neurones différenciés et entre en jeu dans la 

stabilisation des microtubules (Francis et al., 1999; Gleeson et al., 1999). Des travaux dans des 

neurones en culture ont montré que DCX joue un rôle essentiel dans la mise en place des 

a he e ts ollat au , l’a o isatio  de d iti ue et l’ lo gatio  de l’a o e (Deuel et al., 2006; Tint 

et al., 2009). Ces fonctions sont cohérentes avec la capacité de DCX à se lier aux microtubules au niveau 

du processus antérieur des neurones en migration, dans les neurites immatures en extension et dans 

le cône de croissance (Francis et al., 1999; Gleeson et al., 1999; Tint et al., 2009). Le mécanisme 

moléculaire de la régulation de la dynamique des microtubules par DCX est peu connu et des études 

cellulaires et in vitro semblent contradictoires. En effet, in vitro,  Bechstedt et coll ont montré que DCX 

reconnait avec une meilleure affinité les extrémités (+) des microtubules courbés plutôt que droits 

(Bechstedt et al., 2014). A l’i e se, l’ tude de Jea  et coll indique que le niveau de DCX est diminué 

au niveau des courbures des microtubules présents dans le cône de croissance (Jean et al., 2012). DCX 

est capable de se lier avec la protéine LIS1 et il est donc suggéré que ces deux protéines fonctionnent 

dans un même complexe, avec la dynéine, afin de réguler le couplage entre le noyau et le centrosome 

durant la migration neuronale (Caspi et al., 2000; Tanaka et al., 2004a). Ces études sont cohérentes 

a e  le fait ue la di i utio  de l’e p essio  de DCX durant le développement cortical par 

électroporation in utero entraine un défaut de la migration neuronale qui est associé à des défauts de 

mouvement du noyau durant la nucléokinèse (Bai et al., 2003; Nishimura et al., 2014). 

c. Les kinésines  

La superfamille des kinésines contient 45 gènes (aussi connus sous le nom de KIF) qui se répartissent 

en 15 familles (Hirokawa et al., 2009). Leur fonction principale est de transporter de nombreux cargos 

le long des microtubules, cependant les kinésines jouent également un rôle dans la régulation de la 

dynamique des microtubules et dans la génération de forces nécessaires à la ségrégation des 

chromosomes durant la mitose (Hirokawa et al., 2009; Moore and Wordeman, 2004). Plusieurs 

exemples de kinésines régulant la migration neuronale via la régulation de processus cellulaires variés 

ont été identifiés. 

La kinésine-  KIF  est u e i otu ule pol ase au i eau de l’e t it  (+) et joue un rôle dans 

l’i te a tio  et le glisse e t e t e deu  i otu ules (Chen and Hancock, 2015). L’i hi itio  de la 

kinésine-5 dans des cultures de neurones en migration entraine une augmentation de la vitesse de 

migration associée à une réduction de la taille du processus antérieur tandis que la surexpression 
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durant le développement cortical mène à une réduction de la vitesse de migration. Les auteurs ont 

proposé que la kinésine-  agisse o e u  f ei  ia l’i te a tio  e t e deu  i otu ules afi  de 

moduler le mouvement du réseau de microtubules (Falnikar et al., 2011) (Figure 34). 

 

 

KIF1A, de la famille des kinésines-3, est une kinésine principalement connue pour son rôle dans la 

migration nucléaire intercinétique des progéniteurs exercé avec la dynéine cytoplasmique (Tsai et al., 

2010). Cependant, une étude récente démontre que KIF1A est essentielle pour la migration neuronale 

et la transition multipolaire-bipolaire (Carabalona et al., 2016). En considérant le rôle connu de KIF1A 

dans le transport vésiculaire, les auteurs ont montré que le défaut de migration observé après 

inhibition de KIF1A est étroitement lié à un défaut de trafic du BDNF (Brain-derived neurotrophic 

factor  puis ue l’ad i ist atio  de BDNF pe et de sau e  le ph ot pe (Carabalona et al., 2016; 

Okada et al., 1995). 

Nous avons récemment mis en évide e l’i pli atio  de deu  ki si es, KIF C et KIF A, da s les 

malformations du développement cortical complexes avec des anomalies de la gyration 

(polymicrogyrie et pachygyrie respectivement) suggérant un défaut de la migration neuronale (voir 

partie Résultat Poirier et al. 2013).  

KIF5C est un membre de la famille des kinésines-1 qui ont pour fonction principale le transport de 

nombreux cargos de manière antérograde le long des microtubules. Nous avons montré que la 

utatio  da s KIF C e t ai e u e pe te de la apa it  d’h d ol se  l’ATP in vitro (le déplacement le 

Figure 34 : Modèle de la régulation de la migration 

neuronale par la kinésine-5. 

Dans les neurones en migration, les microtubules 

attachés (lignes vertes) et non attachés (lignes magenta) 

au e t oso e s’o ga ise t de a i e a tipa all le à 
l’a i e du e t oso e. Les ho ot t a es de 
kinésine-5 (croix noires) régulent la vitesse de la 

migration neuronale en générant des forces faibles 

opposées à la dynéine cytoplasmique au niveau des 

i otu ules a tipa all les. D’ap s Falnikar et al. 

2011) 
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lo g des i otu ules essite l’h d ol se de l’ATP  et u e lo alisatio  a o ale a e  u e 

séquestration au niveau du réseau de microtubules. Ces résultats sont cohérents avec des travaux 

précédents décrivant un mutant KIF5C non motile capable de se lier aux microtubules mais dont 

l’h d ol se de l’ATP est i hi e. Nous a o s o se  ue la su e p essio  in utero du mutant KIF5C 

responsable de malformations du développement cortical entraine un mauvais positionnement des 

neurones dans le cortex et que le transport de BDNF est fortement perturbé dans des neurones en 

ultu e sultats o  pu li s . La di i utio  de l’e p ession du BDNF lors du développement cortical 

étant connue pour mener à des défauts de la migration neuronale, KIF5C pourrait donc jouer un rôle 

crucial lors du processus de migration radiaire via par exemple la régulation du transport du BDNF 

(Résultats non publiés; Carabalona et al. 2016).  

KIF2A fait partie de la famille des kinésines-13 qui sont décrites pour réguler la dynamique des 

microtubules via leur activité de dépolymérisation aux extrémités des microtubules (Desai et al., 1999; 

Walczak et al., 2013). E  plus d’ t e t s la ge e t d ite pou  so  ôle du a t la itose, KIF A est 

impliquée dans de nombreuses fonctions dans le système nerveux telle que la régulation de la 

dynamique des branchements collatéraux des axones. Nous avons montré au cours de mes travaux de 

th se ue l’e p essio  de uta ts KIF A i pli u s da s les alfo atio s du d eloppe e t o ti al 

entraine des dérégulations dans des processus développementaux très variés tels que la prolifération 

des progéniteurs neuronaux, la migration neuronale et la différenciation axonale (Broix et al. 2016, 

voir partie Résultats). Les défauts de migration neuronale pourraient être causés par la perturbation 

de la dynamique des microtubules conséquentes à une localisation anormale de KIF2A qui est 

séquestré sur le réseau de microtubules dans les cellules en culture et dans les neurones en migration 

(Poirier et al. 2013 ; Broix et al. 2016, voir partie Résultats). Concernant les défauts de prolifération des 

progéniteurs, ils pourraient être expliqués par des défauts dans la progression de la mitose ainsi que 

dans le couplage entre le cil primaire et le cycle cellulaire, ce qui est cohérent avec le rôle récemment 

décrit de KIF2A dans le désassemblage du cil primaire dans des cellules en culture (Broix et al. 2016, 

voir partie Résultats; Miyamoto et al. 2015). 

d. Les tubulines  

Etant donné le rôle crucial joué par le réseau de microtubules et ses protéines régulatrices dans le 

p o essus de ig atio  eu o ale, il ’est pas su p e a t ue des utatio s da s des g es oda t 

pour les sous-unités fonctionnelles des microtubules, les tubulines (Figure 35), aient été identifiées 

comme responsables de malformations du développement cortical associées à des défauts de la 

migration neuronale. 
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Figure 35 : St u tu e et asse lage d’u  i otu ule. 

Les h t odi es d’α et β-tubulines sont les sous-unités structurelles des microtubules. Les hétérodimères peuvent se lier 

au GDP ou au GTP ais seule la β-tu uli e poss de u e a ti it  d’h d ol se du GTP e  GDP ep se t e pa  u e toile . (b) 

L’asse lage lo gitudi al des h t odi es de tu uli es α et β forme les protofilaments. Ces protofilaments sont polarisés 

a e  la β-tubuli e ui est o ie t e e s l’e t it  +  et l’�-tu uli e ui est o ie t e e s l’e t it  -). (c) In vivo, les 

microtubules sont formés de 13 protofilaments. Un microtubule en polymérisation incorpore des hétérodimères liés au GTP 

toiles  au i eau de l’e t it  +  puis le GTP est h d ol s  e  GDP. L’e t it  e  oissa e est do  e ou e te 
d’h t odi res liés au GTP, ce qui permet de prévenir la dépolymérisation. (d) Les microtubules peuvent entrer dans une 

phase de d pol isatio  atast ophe  suite pa  e e ple à l’a tio  de p ot i es à a ti it  i otu ule d pol ase. Les 
microtubules en cours de d pol isatio  so t a a t is s pa  des p otofila e ts ou s au i eau de l’e t it  + , e 

ui est dû à la p se e d’h t odi es li s au  GDP. Les h t odi es li s au GDP ui so t li s so t e suite e l s 
pa  l’ ha ge de GDP pa  du GTP et ede ie e t ai si utilisa les pou  u e phase de pol isatio  es ue . D’ap s Breuss 

& Keays 2014) 

 

Le gène TUBA1A, ui ode pou  l’isofo e de tu uli e α-1A, a été le premier de la famille des tubulines 

impliqué dans des maladies neurodé eloppe e tales sui a t l’a al se d’u  lo e de sou is 

présentant une mutation dans Tuba1a induite par mutagenèse ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) (Keays et 

al., 2007). L’a al se histologi ue a o t  des a o alit s da s l’a hite tu e la i ai e du o te  et 

de l’hippo a pe ui o t t  att i u es à u  d faut de la ig atio  eu o ale. Ce ph ot pe a onduit 

à alise  des a al ses g ti ues hez l’ho e et a pe is d’ide tifie  des utatio s espo sa les 

d’u  la ge spe t e de lisse phalies (Keays et al., 2007; Kumar et al., 2010; Poirier et al., 2007). Les 

mécanismes moléculaires altérés par des mutations dans Tuba1a sont variés. Certaines mutations 

e t ai e t u e fo te du tio  de la fo atio  d’h t o-di es d’α et β-tu uli es ais ’alt e t pas 

l’i o po atio  des h t o-dimères au niveau des microtubules, suggérant que ces mutations agissent 

selo  u  a is e d’haplo-insuffisance (Keays et al., 2007). De manière similaire, certaines 

utatio s e t à u e fo te du tio  de la fo atio  d’h t o-dimères conséquente à un défaut 

dans la voie de repliement des tubulines (Tian et al., 2008). D’aut es e e ples de utatio s o t e t 

ue le eplie e t ’est pas affe t  ais ue l’i o po atio  au i eau du seau de i otu ules 

affecte la dynamique des microtubules et leur croissance, indiquant que ces mutations agissent selon 

un mécanisme dominant négatif (Tian et al., 2010). Ces mutations pourraient plutôt influencer la 

liaison de protéines associées aux microtubules telles que DCX et les kinésines, qui sont essentielles 

pour la migration neuronale et le développement du cerveau. 
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Par la suite, le gène TUBB2B oda t pou  l’isofo e de tu uli e β-2B) a aussi été impliqué dans les 

malformations du développement cortical, principalement chez des patients présentant des 

polymicrogyries (Jaglin et al., 2009). Des études biochimiques réalisées avec certaines mutations dans 

TUBB2B ont montré que de manière similaire aux mutations dans TUBA1A, les mutations TUBB2B 

induisent un défaut au niveau de la voie de repliement des hétéro-di es et l’i o po atio  au i eau 

des microtubules (Jaglin et al., 2009). Il a été montré que Tubb2b est fortement exprimé dans les 

neurones post mitotiques à des stades clés de la migration neuronale et que le positionnement des 

neurones dans le cortex est altéré suite à la diminutio  de l’e p essio  de TUBB B pa  le t opo atio  

in utero, ce qui indique le rôle crucial joué par TUBB2B dans la migration neuronale radiaire (Jaglin et 

al., 2009). 

Plus récemment, des mutations dans le gène TUBB3 oda t pou  l’isofo e de tu uli e β-3) ont été 

identifiées chez des patients avec des malformations du développement cortical associées à des 

défauts de la migration neuronale (Poirier et al., 2010). E  se asa t su  la te h i ue d’ le t opo atio  

in utero, ous a o s d o t  ue la di i utio  de l’e p essio  de TUBB3 mène à un retard de la 

migration neuronale associé à des défauts da s le p o essus de pola isatio  des eu o es à l’i te fa e 

entre la zone sous-ventriculaire et la zone intermédiaire (voir partie Résultats, Saillour et al. 2014). De 

manière surprenante, alors que la protéine TUBB3 est considérée comme un marqueur des neurones 

post mitotiques, nous avons également observé une augmentation du nombre de progéniteurs 

intermédiaires mais une réduction de leur prolifération. Ces résultats indiquent donc que les défauts 

de ig atio  i duits pa  l’i hi itio  de l’e p essio  de TUBB  pou aie t e t ai e  u  effet i di e t 

su  la p olif atio  des p og iteu s i te diai es. Cet effet pou ait t e dû pa  e e ple à l’ issio  

de signaux anti-prolifératifs déclenchés par des contacts entre les cellules bloquées et les progéniteurs 

intermédiaires.  

e. Le centrosome 

Comme mentionné précédemment, le centrosome est un élément crucial pour de nombreux 

processus cellulaires indispensables au développement cortical via par exemple son rôle dans la 

nucléation des microtubules, la régulation du fuseau mitotique et en formant la base du cil primaire.  

Nous a o s epo t  l’ide tifi atio  de t ois utatio s da s le g e TUBG1, codant pour un composant 

st u tu el du e t oso e, la γ-tubuline, chez des patients présentant des malformations du 

développement cortical complexes (voir partie Résultats, Poirier et al. 2013). Des analyses 

fonctionnelles ont montré que les mutations peuvent induire des dérégulations dans la voie de 

repliement de TUBG1 par des protéines chaperonnes ou diminuer la fréquence de nucléation des 

microtubules au niveau du spindle pole body l’ ui ale t du e t oso e hez la le u e . Il ’est do  
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pas su p e a t ue l’ARN i te f e e in utero de Tubg1 résulte en un défaut sévère de la migration 

radiaire (voir partie Résultats, Poirier et al. 2013). 

Co e ous l’a o s u p de e t, u e g a de a i t  de g es oda ts pour des protéines 

centrosomales a été impliquée dans des cas de microcéphalies. En conséquence, la majorité des 

études concernant ces gènes s’est fo alis e sur la compréhension des mécanismes altérés lors de la 

prolifération des progéniteurs neuronaux. Cependant, certaines de ces protéines ont également été 

i pli u es da s le p o essus de ig atio  eu o ale. C’est le as de CENPJ (Centromere protein j, 

aussi connu sous le nom de CPAP) et de SDCCAG8 (Serologically defined colon cancer antigen 8). CENPJ 

est d ite o e u e p ot i e d’ hafaudage permettant le recrutement du matériel péricentriolaire 

contrôlant ainsi la taille du centrosome (Kirkham et al., 2003; Tang et al., 2009). Une étude a montré 

ue la di i utio  de l’e p essio  de CENPJ da s les eu o es post-mitotiques augmente la stabilité 

des microtubules et mène à une réduction de la vitesse de migration, une position anormale du 

centrosome et une morphologie aberrante des neurones en migration (Garcez et al., 2015). De manière 

similaire, Insolera et coll ont décrit que SDCCAG8 forme un complexe avec PCM1 (Pericentriolar 

material 1) et régule le recrutement des composants péri e t iolai es, i lua t la γ-tubuline et la 

péricentrine, au niveau du centrosome (Insolera et al., 2014b) (Figure 36). Une diminution de 

l’e p essio  de SDCCAG8 pe tu e l’o ga isatio  des i otu ules et alt e le ouplage e t e le 

centrosome et le noyau et donc la nucléokinèse (Insolera et al., 2014b). 

 

 

 

f. Les modifications post-traductionnelles des tubulines 

Figure 36 : Modèle illustrant le rôle de SDCCAG8 dans la 

régulation du recrutement du matériel péricentriolaire 

dans les neurones en migration. 

La p ot i e “DCCAG , do t l’e p essio  est sp ifi ue e t 
aug e t e da s les eu o es s’e gagea t da s le p o essus 
de migration radiaire, forme un complexe avec PCM1 et 

régule ainsi le recrutement du matériel péricentriolaire, 

i lua t la γ-tubuline et la péricentrine, au niveau du 

e t oso e afi  d’assu e  so  i t g it . Ce e ute e t 
pe et de ai te i  l’o ga isatio  du réseau de 

microtubules nécessaire au couplage entre le centrosome et 

le o au du a t la u l oki se. D’ap s Insolera et al. 

2014) 
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Les tubulines peuvent être soumises à de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que 

la t osi atio /d t osi atio , la phospho latio  ou l’a t latio  (Westermann and Weber, 2003). 

Le ôle p is de es odifi atio s este da s l’e se le e o e t s peu o u. A l’e eptio  de 

l’a t latio , es odifi atio s su ie e t au i eau de l’e t it  a o -terminale située sur la 

surface externe des microtubules et pourraient ainsi être impliquées dans la régulation des 

interactions avec des protéines associées aux microtubules (Nogales et al., 1999). 

Dans le contexte du développement cortical et de la migration neuronale, quelques études révèlent 

le ôle u ial jou  pa  l’a t latio  de l’α-tubuline. En effet, le complexe Elongator, qui a une activité 

a t lt a sf ase, gule l’a t latio  de l’α-tubuline et il est suggéré que cette activité contrôle la 

migration et la différenciation des neurones corticaux (Creppe et al., 2009). Une autre évidence de 

l’i pli atio  de l’a t latio  de l’α-tubuline provient du défaut de migration observé conséquent à la 

du tio  du i eau d’a t latio  de l’α-tu uli e lo s ue l’a t lt a sf ase MEC-17 est inhibée (Li et 

al., 2012a). De plus, il est perti e t de e tio e  ue l’alt atio  de l’a t latio  est gale e t à 

l’o igi e du d faut de ig atio  eu o ale i duit pa  l’ARN i te f e e in utero de Srpx2 (Sushi-

repeat containing protein,X-linked 2) (Salmi et al. 2013). En effet, les auteurs montrent que SRPX2 peut 

influe e  l’a t latio  de l’α-tu uli e et ue l’ad i ist atio  de Tu a i e, u  i hi iteu  des 

déacétylases des tubulines, chez les souris gestantes électroporées in utero, permet de prévenir le 

d faut de ig atio  i duit pa  l’i hi itio  de l’e p essio  de Srpx2 (Salmi et al., 2013). 

2.4.2 Le tos uelette d’a ti e et ses protéines associées 

La régulation de la migration repose aussi sur une régulation fine de la dynamique et de la structure 

des fila e ts d’a ti e p i ipale e t au i eau de l’e t it  du p o essus a t ieu  ais epose 

gale e t su  l’i pli atio  d’u  oteu  ol ulai e asso i  à l’a ti e, la osi e II, nécessaire à la 

nucléokinèse. 

 

a. La Filamine-A 

L’u  des eilleu s e e ples d o t a t ue la gulatio  de la d a i ue de l’a ti e est u iale 

pour la migration neuronale provient du fait que des mutations dans le gène Filamine-A (FLNA) sont la 

cause majeure des hétérotopies nodulaires périventriculaires (HNP) généralement associées à des 

épilepsies (Fox et al., 1998; Parrini et al., 2006; Sheen et al., 2001). Les HNP sont caractérisées par la 

présence ectopique de nodules de neurones le long des ventricules latéraux et sont donc considérées 

comme des pathologies de la migration neuronale Ekşioǧlu et al. 1996; Barkovich, 2005). FLNA est une 

phosphop ot i e se lia t à l’a ti e et ui, e  oop a t a e  les e es du o ple e A p / , 

pa ti ipe à fo e  des seau  d’a ti e o thogo au  ia l’i te o e io  e t e fila e ts d’a ti e 
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(Nakamura et al., 2007; Stossel et al., 2001). FLNA est apa le d’i te agi  a e  des p ot i es 

t a s e a ai es et se t d’ hafaudage pou  de o euses p ot i es de sig alisatio  telles ue la 

famille des Rho GTPases, qui sont également impliquées dans la migration neuronale (Devreotes and 

Horwitz, 2015; Stossel et al., 2001). La haute fréquence de mutations dans FLNA entrainant des 

t o atio s du do ai e de liaiso  à l’a ti e se le i di ue  ue l’ha ilit  à se lie  et à i te o e te  

les fila e ts d’a ti e est esse tielle pou  la ig atio  eu o ale (Parrini et al., 2006). De manière 

oh e te, l’e p essio  d’u e fo e t o u e de FLNA sa s le do ai e de liaiso  à l’a ti e da s le 

cortex en développement mène à un arrêt de la migration neuronale associée à des défauts dans la 

mise en place de la polarité neuronale dans les zones sous-ventriculaire et intermédiaire (Nagano et 

al., 2004). Cependant, deux modèles souris KO pour FlnA o t t  tudi s et ’o t pas l  la p se e 

de nodules ectopiques de neurones dans le cortex (Feng et al., 2006; Hart et al., 2006). Au contraire, 

de maniè e i t essa te, deu  tudes o t o t  espe ti e e t ue la pe te d’e p essio  de la 

kinase MEKK4 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4), qui phosphoryle FLNA, entraine 

l’appa itio  d’h t otopies odulai es et da s u  deu i e as ue l’ARNi in utero de FlnA reproduit 

gale e t le ph ot pe d’h t otopie odulai e hez le at a e  pou  o igi e u e pe tu atio  de 

l’adh e e api ale des ellules gliales radiaires à la bordure des ventricules (Carabalona et al., 2012; 

Sarkisian et al., 2006).  

 

b. La famille Ena/VASP 

U e se o de fa ille de p ot i es gula t l’a ti e orrespond aux protéines Ena/VASP 

(Enabled/Vasodilatator-stimulated phosphoprotein). Les protéines Ena/VASP régulent la migration 

ellulai e e  fa ilita t la pol isatio  de l’a ti e au i eau de la e a e pa  u  effet a tago iste 

su  la fo atio  d’u e oiffe à l’e t it  de l’a ti e et e  agissa t o e des a ti es pol ases 

(Barzik et al., 2005; Breitsprecher et al., 2011; Hansen and Mullins, 2010). Il ’est do  pas su p e a t 

ue plusieu s tudes aie t d o t  l’i pli atio  de es p ot i es da s la ig atio  adiai e et le 

positionnement des neurones dans le cortex (Goh et al., 2002; Kwiatkowski et al., 2007). En particulier, 

les protéines Ena/VASP semblent réguler la transition multipolaire/bipolaire des neurones en 

migration (Yoshinaga et al., 2012). 

 

c. La protéine motrice Myosine II 

La protéine motrice myosine II est capable de générer des forces vers les extrémités (+) des filaments 

d’a ti e, e ui sulte e  u e o st i tio  lo ale du tos uelette d’a ti e ui est essai e à la 

migration des cellules (Vicente-Manzanares et al., 2009). L’a al se de sou is od les p se ta t des 

utatio s à l’ tat ho oz gote da s le do aine moteur de la myosine II ont permis de démontrer que 
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la osi e II est u iale pou  la ig atio  d’u e g a de di e sit  de sous-types neuronaux durant le 

développement du cerveau de souris (Ma et al., 2004). De plus, la délétion de la myosine II chez la 

souris engendre de sévères anomalies du développement du cerveau incluant des défauts de 

migration (Tullio et al., 2001). Il a t  o t  ue la o t a tio  de l’a ti e di e pa  la osi e II 

au i eau de l’e t it  post ieu e des eu o es joue u  ôle u ial pou  le ou e e t e s l’a a t 

du noyau lors de la nucléokinèse (Schaar and McConnell, 2005) (Figure 37). La myosine II a également 

t  o se e au i eau de l’e t it  du p o essus a t ieu  où elle pe et le o t ôle oo do  

du mouvement du centrosome et du corps cellulaire des neurones granulaires du cervelet (Solecki et 

al., 2009).  

 

 

 

2.4.3 Le lie  e t e les seau  d’a ti e et de i otu ules  

Bie  ue la ajo it  des tudes se fo alise t su  les fo tio s s pa es des i otu ules et de l’a ti e, 

ces deux éléments du cytosquelette fonctionnent étroitement durant la migration neuronale.  

Plusieurs études démontrent par exemple que LIS1 est aussi impliqué dans la régulation du 

tos uelette d’a ti e. L’haplo-i suffisa e de LI“  e t ai e u e du tio  de l’a ti e fila e teuse au 

i eau de l’e t it  du p o essus a t ieu  des eu o es e  ig atio  (Kholmanskikh et al., 2003, 

2006). Il a aussi été montré que LIS1 peut se lier à DAB1 (Disabled homolog 1) qui est une protéine de 

la voie de signalisation Reelin (voir la section sur la voie de signalisation Reelin). LIS1 et DAB1 sont 

Figure 37 : Rôles de la myosine II et de la dynéine 

cytoplasmique durant la migration neuronale. 

Dans les neurones en migration, la myosine II est située en 

a i e du o au au i eau des fila e ts d’a ti e et exerce 

une force contractile (flèches bleues) permettant la 

nucleokinèse (agrandissement du bas). La dynéine 

cytoplasmique produit des forces (flèches orange) au 

niveau du renflement du processus antérieur permettant 

le ou e e t e s l’a a t des i otu ules et du 
centrosome (agrandissement du haut). La dynéine est 

également présente au niveau des microtubules proches 

de la membrane nucléaire et coopère avec la myosine II 

pour permettre le mouvement du noyau vers le 

centrosome (agrandissement du ilieu . Adapt e d’ap s 
Vallee et al. 2009) 
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phospho l es de a i e d pe da te de l’a ti atio  de la oie Reeli  et peu e t ai si i te agi  

ensemble pour contrôler la pol isatio  de l’a ti e da s le ô e de oissa e des eu o es e  

migration (Assadi et al., 2003). 

La p ot i e DCX est gale e t t oite e t li e au seau d’a ti e. En effet, il a été suggéré que DCX 

peut se lie  au  i otu ules et à l’a ti e et pe et l’asso iatio  des deu  l e ts du tos uelette 

in vitro, la distribution entre ces deux éléments est régulée par la Neurobine-II (Tsukada et al., 2005). 

Sachant que des phosphorylations de DCX par la kinase JNK entraine une relocalisation de DCX au 

i eau de l’e t it  du ô e de oissa e où se situe l’a ti e fila e teuse, ela laisse sugg e  u  

rôle important de DCX dans la régulation de la dynamique des deux réseaux de microtubules et 

d’a ti e da s le ô e de oissa e et do  da s la ig atio  eu o ale (Gdalyahu et al., 2004). 

 

2.4.4 CDK5, une kinase clé pour la régulation de la migration neuronale 

CDK5 (Cyclin dependant kinase 5) est u e s i e/th o i e ki ase o  o e tio elle puis u’elle est 

principalement exprimée dans les neurones post mitotiques plutôt que dans les progéniteurs 

neuronaux (Tsai et al., 1993). Les souris KO constitutives et conditionnelles pour Cdk5 présentent une 

sévère perturbation dans la structure en couches du cortex avec un inversement des couches II-VI 

sugg a t u  ôle u ial de CDK  da s la ise e  pla e de l’o ga isatio  « inside-out » du cortex 

(Ohshima et al., 1996, 2007). CDK5 régule, en plus de la prolifération, de multiples étapes de la 

migration radiaire incluant la transition multipolaire-bipolaire dans la zone intermédiaire, la formation 

du processus antérieur et la nucléokinèse (Kawauchi et al., 2006; Nishimura et al., 2014; Ohshima et 

al., 2007).  

L’i hi itio  de l’a ti ité de CDK5 mène à une stabilisation anormale des microtubules ce qui résulte en 

une dérégulation de la dynamique des microtubules dans les neurones en migration (Kawauchi et al., 

2006). Cdk5 phosphoryle de nombreuses protéines associées aux microtubules telles que DCX et 

NDEL1 (Niethammer et al., 2000; Tanaka et al., 2004b). La phosphorylation de DCX par CDK5 réduit 

l’affi it  de DCX pou  les i otu ules e ui sulte e  u e lo alisatio  p i u l ai e de DCX (Tanaka 

et al., 2004b). La phosphorylation de NDEL1 par CDK5 permet la liaison de NDEL1 à la dynéine 

cytoplasmique et permet ainsi de réguler la nucléokinèse (Toyo-Oka et al., 2005). 

Un autre substrat de CDK5 particulièrement intéressant est p27kip1 qui est une protéine régulatrice 

du tos uelette d’a ti e et des i otu ules da s les eu o es e  ig atio  (Godin et al., 2012; 

Kawauchi et al., 2006). Une étude récente a montré que la phosphorylation de DCX et p27kip21 par 

CDK5 régule la nucléokinèse lors du processus de migration neuronale (Nishimura et al., 2014) (Figure 

38). 
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2.4.5 Les signaux extracellulaires impliqués dans la migration neuronale 

a. Les signaux de guidage longue distance 

U  g a d o e de ol ules s t es et leu s epteu s pa ti ipe t à la gulatio  de l’o ie tatio  

de la migration neuronale radiaire.  

Les semaphorines apportent un bon exemple pour comprendre comment la sécrétion de molécules 

peut réguler le processus de migration neuronale.  En particulier, la classe 3 des sémaphorines est 

o ue à l’o igi e pou  p odui e u  effet pulsif lo s du guidage de l’a o e e  se fi a t à ses 

récepteurs, les neuropilines et les plexines, ce qui a pour conséquence un réarrangement du 

tos uelette d’a ti e ia les Rho GTPases (Schmidt et al., 2010). Cependant, lors de la migration 

radiaire, les semaphorines semblent produire un signal attractif pour les neurones en migration. En 

effet, la semaphorine-3A est exprimée selon un gradient descendant dans la plaque cortical (plus forte 

expression au niveau des couches superficielles) et sert de signal attractif pour les neurones en 

migration destinés aux couches II-III exprimant la neuropiline-1 (Chen et al., 2008b). Plus récemment, 

il a été montré que la Synapsine III est essentielle pour l’o ie tatio  o e te de la ig atio  eu o ale 

adiai e et ue so  a ti atio  ia la phospho latio  pa  CDK  se fait e  a al de l’a ti atio  du 

récepteur neuropiline-1 par la sémaphorine 3A (Perlini et al., 2015). 

Les protéines Slit et leurs récepteurs associés de la famille des Robo (Roundabout) correspondent à 

une autre classe de molécule chimio-répulsives principalement connues pour être sécrétées au niveau 

des éminences ganglionnaires afin de réguler la migration des interneurones (Andrews et al., 2007). 

Cependant, deux études ont également impliqué Robo1 dans le positionnement des neurones destinés 

aux couches II-III  et Ro o  da s la gulatio  de l’o ie tatio  de la ig atio  adiai e ia, e  pa tie, la 

Figure 38 : CDK5 régule la formation du renflement 

tosplas i ue du p o essus a t ieu  et l’ lo gatio  
du noyau dans les neurones en migration. 

Les neurones en migration subissent plusieurs 

ha ge e ts o phologi ues p titifs  afi  d’assu e  
leu  lo o otio . Ils fo e t d’a o d u  e fle e t au 
niveau de la base du processus antérieur (1) puis le noyau 

s’allo ge au i eau de e e fle e t  pou  fi ale e t 
se déplacer entièrement vers le renflement (3). CDK5, via 

la phosphorylation de ces substrats DCX et p27, régule la 

fo atio  du e fle e t et l’ longation du noyau tandis 

ue JNK e gule ue le p o essus d’ lo gatio  
nucléaire. La régulation de ces deux processus semble se 

fai e ia le ôle de CDK  da s l’o ga isatio  des 
microtubules et le trafic endocytaire dépendant de Rab5. 

D’ap s Nishi u a et al. 2014) 
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supp essio  de l’a ti it  pulsi e de “lit (Gonda et al., 2013; Zheng et al., 2012). La signalisation 

Slit/Robo régule principale e t la d a i ue du tos uelette d’a ti e. E  effet, la liaiso  de “lit a e  

son récepteur Robo recrute la protéine srGAP qui va inactiver la Rho GTPase Cdc42 et ainsi inhiber la 

pol isatio  de l’a ti e d pe da t de A p /  (Wong et al., 2001). 

 

b. La signalisation Reelin, un modèle de convergence de voies de signalisation 

La voie de signalisation Reelin joue un rôle fondamental dans la migration neuronale et la mise en 

place de la lamination corticale. Historiquement, Falconer a décrit une lignée de souris mutantes du 

nom de Reeler qui présentaient une ataxie avec une démarche tournoyante et des tremblements plus 

ou oi s i po ta ts e  fo tio  du i eau d’a ti it  de la sou is (Falconer, 1951). La souris mutante 

Reeler présente au niveau du cortex une désorganisation des couches corticales avec des neurones 

pyramidaux positionnés de manière aberrante. En effet, la première vague de neurones est incapable 

d’i dui e la s pa atio  de la p pla ue puis les eu o es p oduits ult ieu e e t e so t plus apa les 

de passer au travers les neurones précédents, ce qui induit une inversion de la lamination avec des 

neurones de la couche VI au niveau de la superficie et les neurones de la couche II dans la région la 

plus profonde du cortex (Tissir and Goffinet, 2003) (Figure 39).  

 

 

 

Par la suite, le gène responsable du phénotype chez la souris Reeler a été cloné et a été nommé RELN 

D’A a gelo et al., . RELN code pour une protéine nommée Reelin qui est une glycoprotéine de 

haut poids moléculaire sécrétée par les cellules de Cajal-Retzius au niveau de la zone marginale du 

Figure 39 : Migration des neurones pyramidaux 

et organisation laminaire du cortex de souris 

sauvage ou Reeler. 

Voi  te te p i ipal. D’ap s Gao & Godbout 

2013) 
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cortex en développement. Il est également intéressant de noter que des mutations dans le gène RELN 

so t asso i es à des lisse phalies et des h poplasies elleuses hez l’hu ai  (Hong et al., 2000). 

Par la suite, des explorations fonctionnelles combinées à des études de mutations ciblées et 

spontanées dans plusieurs gènes exprimés dans les neurones en migration, incluant Dab1 (Disabled-

1), VLDLR (Very low-density lipoprotein receptor) et ApoER2 (Apolipoprotein E receptor 2) ont généré 

le même phénotype que chez la souris mutante Reeler D’A a gelo et al., ; Ho ell et al., 1997; 

Sheldon et al., 1997; Trommsdorff et al., 1999). Des études complémentaires ont permis de démontrer 

ue l’e se le des p ot i es e p i es pa  es g es fo t pa tie de la e oie de sig alisatio  et 

joue un rôle crucial dans la migration neuronale radiaire D’A a gelo et al., ; Hies e ge  et al., 

1999). En effet, la Reelin se lie aux récepteurs VLDLR et ApoER2 et induit la phosphorylation de 

l’adaptateu  i t a ellulai e Da  pa  des ki ases de la fa ille “ . L’a ti atio  de Da  est u iale 

pour la signalisation Reelin via le recrutement de nombreuses protéines à domaine SH2 (Src homology 

2) telles que PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) et Crk (Bock and May, 2016). La diversité des cascades 

de sig alisatio  a ti it e e  a al de la oie Reeli /Da  est à l’o igi e de la ultitude de processus 

régulés par cette voie durant la migration radiaire (Figure 40). Nous allons maintenant nous focaliser 

su  l’i flue e de l’a ti atio  de Da  pa  la Reeli  su  les oies Da -Crk-Rap1, Dab1-PI3K et sur la 

régulation de la voie Reelin par la dégradation de Dab1. 

 

Figure 40 : La voie de signalisation Reelin-Dab1. 

D’ap s Gao & Godbout 2013) 

 

    b-1 La voie Dab1-Crk-Rap1 
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La phospho latio  de Da  ap s fi atio  de la Reeli  su  ses epteu s p o eut l’i te a tio  de 

Da  a e  l’adaptateu  C k, e ui i duit e suite la phospho latio  de C G u  fa teu  d’ ha ge 

nucléotidique pour Rap  e t ai a t l’a ti atio  de la petite GTPase Rap  (Ballif et al., 2004). Rap1 

joue u  ôle i po ta t da s la gulatio  du tos uelette d’a ti e, da s le t afi  e a ai e et da s 

l’adh sio  ellulai e (Gloerich and Bos, 2011).  

Dans un premier cas, cette voie Dab1-Crk-Rap1 est cruciale pour la migration radiaire des neurones 

multipolaires précédant la migration bipolaire (Jossin and Cooper, 2011). Dans les neurones 

multipolaires, Rap1 est activé via Dab1-C k e ui e t ai e u e aug e tatio  de la p ot i e d’adh sio  

cellulaire N-Cadhérine au niveau de la membrane. Cette relocalisation de la N-Cadhérine à la 

membrane permettrait aux neurones multipolaires de recevoir des signaux environnementaux afin 

d’o ie te  leu  ig atio  de a i e adiai e e s la zo e i te diai e (Jossin and Cooper, 2011).  

Cette voie de signalisation est également décrite dans le processus final de la migration neuronale, la 

translocation somatique terminale (Franco et al., 2011; Sekine et al., 2012). Une première étude 

o t e ue l’i a ti atio  de Rap1 par électroporation in utero perturbe la translocation somatique 

des neurones précoces indépendante de la glie radiaire et la translocation somatique terminale des 

neurones tardifs (Franco et al., 2011). La fonction de Rap1 dans ce processus semble dépendante de 

la N-Cadhérine étant donné que sa surexpression permet de sauver le phénotype induit par 

l’i a ti atio  de Rap . Cepe da t, la su e p essio  de la adh i e e sau e pas le ph ot pe 

p o o u  pa  l’a se e de Da , e ui soulig e la atu e pl iot opi ue de la signalisation Reelin-Dab1 

ui peut affe te  diff e tes tapes du d eloppe e t a e  des i eau  d’a tio s ellulai es et 

moléculaires variées (Franco et al., 2011). U e deu i e tude su  l’i pli atio  de Reeli -Rap1 dans 

la t a slo atio  so ati ue te i ale e fo e et aspe t pl iot opi ue et o ple e puis u’elle 

i di ue à l’i e se ue la su e p essio  de la adh i e e pe et pas u  sau etage o plet du d faut 

i duit pa  l’i a ti atio  de Rap  (Sekine et al., 2012). Les auteu s sugg e t ue l’a ti atio  de la oie 

Dab1-Crk-Rap1 par la Reeli  p o eut l’adh sio  à la at i e e t a ellulai e lo alis e da s la zo e 

a gi ale ia l’a ti atio  de l’i t g i e α β  epteu  de la fi o e ti e  Figure 41). Cette adhésion 

est ensuite nécessaire à la translocation somatique terminale et finalement à la mise en place correcte 

des couches corticales. De manière intéressante, cette étude suggère également un rôle de Akt dans 

la translocation somatique terminale puisque la co-e p essio  de l’i t g i e α  et Akt sau e le d faut 

de translocation terminale aus  pa  la dou le i hi itio  de ApoER /VLDLR alo s ue l’e p essio  

seule de l’i t g i e α  ou Akt e sau e pas le ph ot pe “eki e et al. . Cepe da t, il est 

i po ta t de ote  ue la d l tio  sp ifi ue da s les eu o es e  ig atio  de l’i t g i e β  e 

se le pas t e esse tielle pou  la fo atio  du o te , e ui se le t e e  oppositio  a e  l’ tude 

citée précédemment (Belvindrah et al., 2007). 
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Figure 41 : Modèle du contrôle de la translocation somatique terminale et de la mise en place de la lamination corticale 

par la signalisation Reelin. 

(A) Schéma des différentes phases de la migration radiaire. Les neurones multipolaires subissent un changement de 

morphologie pour devenir bipolaires et migrer par adhésion le long des fibres des cellules gliales radiaires via la voie Rap1/N-

Cadhérine. Lorsque les neurones atteignent la limite entre la plaque corticale (CP) et la zone primitive corticale (PCZ), qui est 

constituée de neurones immatures, ils adhè e t à la at i e e t a ellulai e de la zo e a gi ale M)  ia l’e t it  de leu  
p o essus a t ieu . Cette adh sio  pe et e suite de alise  la t a slo atio  so ati ue te i ale da s la PC) et d’assu e  
l’o ga isatio  inside-out du cortex. (B) S h a de l’a ti atio  de l’i t g i e α β  d pe da te de la Reeli . La phospho latio  
de Dab1 dépendante de la fixation de la Reelin sur ses récepteurs entraine le recrutement de Crk et la phosphorylation de 

C3G (1). C3G active ensuite Rap1 (2), qui va recruter des effecteurs (3) permettant le changement de conformation de 

l’i t g i e α β . L’a ti atio  de l’i t g i e α β  assu e l’adh sio  du p o essus a t ieu  des eu o es à la fi o e ti e 
présente dans la zone marginale et régule le processus de translo atio  so ati ue te i ale. D’ap s “eki e et al.  

 

    b-2 La voie Dab1-PI3K-Akt 

La signalisation Reelin-Dab1 est connue pour pouvoir moduler les deux éléments du cytosquelette, les 

fila e ts d’a ti e et les i otu ules, ia le e ute e t de PI K par Dab1 phosphorylé (Ballif et al., 

2004). 

Chen et coll o t o t  ue l’a ti atio  de la sig alisatio  Reeli  e à la phospho latio  de l’a ti e 

dépolymérase n-cofiline par la kinase Limk1, ce qui résulte en une inactivation de la n-cofiline et la 

stabilisation des filaments d’a ti e (Chai et al., 2009). Les auteurs suggèrent que cette phosphorylation 

de la n-cofiline est dépendante de la voie Reelin-Dab1-PI3K et prend place au niveau du processus 

a t ieu  des eu o es e  ig atio  à esu e u’ils s’app o he t de la zone marginale sécrétant la 

Reelin et ai si gule ait les tapes te i ales de la ig atio  pa  o ga isatio  des fila e ts d’a ti e 

(Chai et al., 2009). Plus récemment, il a été montré que la Reelin et la cofiline coopèrent et sont 

indispensables pour le processus de migration radiaire en régulant la dynamique du processus 

antérieur  ia la odulatio  du tos uelette d’a ti e (Chai et al., 2016). En effet, les auteurs montrent 

par exe ple ue l’e p essio  de la ki ase Li k  pe et de sau e  le ph ot pe de ig atio  des 

eu o es p o e a t d’e o s Reeler. Cepe da t l’i pli atio  de ette oie da s le p o essus de 
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translocation terminale reste à élucider, notamment en prenant en considération que lorsque Franco 

et coll perturbent la fonction de la cofiline ou Limk1, ils ’o se e t pas de d faut de ig atio  des 

neurones précoces qui se déplacent selon un mode de translocation somatique se rapprochant du 

processus de translocation terminale. (Franco et al. 2011). 

 

Des études ont suggéré un lien entre Dab1 et la voie PI3K-Akt puisque Dab1 phosphorylé serait capable 

de recruter PI3K pour ensuite activer la voie PI3K-Akt (Ballif et al., 2004; Beffert et al., 2002; Bock et 

al., 2003). La signalisation Reelin, via la régulation de PI3K et Akt, semble nécessaire à la formation 

correcte de la plaque corticale (Bock et al., 2003; Jossin and Goffinet, 2007). De plus, la voie Reelin-

PI3K-Akt est également décrite pour réguler la dynamique des microtubules dans les neurones en 

migration par activation de la protéine associée aux microtubules MAP1B via la phosphorylation de 

GSK- β (González-Billault et al., 2005). Cependant, Jossin et Goffinet suggéraient que la formation 

correcte de la plaque corticale dépendante de Reelin-PI3K-Akt ne requiert pas GSK- β (Jossin and 

Goffinet, 2007). Des tudes o pl e tai es so t do  essai es afi  d’ alue  l’i flue e elle de 

la voie Dab1-PI3K-Akt-G“K β su  le p o essus de ig atio  eu o ale via la régulation des 

microtubules. 

 

Un lien entre Reelin et Akt est aussi suggéré par une étude récente montrant que des défauts de 

migration induits par une mutation gain de fonction dans Akt peuvent être restaurés par la diminution 

de l’e p essio  de Reeli . Ce sau etage ph ot pi ue s’e pli ue ait pa  le fait u’u e a ti ation 

aberrante de Akt aurait un effet négatif sur le facteur de transcription Foxg1 (Forkhead Box G1) 

induisant une expression ectopique de Reelin dans les neurones en migration (Baek et al., 2015) 

(Figure . L’i po ta e du o t ôle de l’a ti it  de Akt da s le d eloppe e t o ti al a t  is e  

ide e pa  l’ide tifi atio  de utatio s da s le g e AKT3 chez des patients présentant des 

malformations du développement cortical focales et dont la conséquence majeure de ces mutations 

est la sur-activation de AKT3 (Lee et al., 2012a; Poduri et al., 2012; Rivière et al., 2012). D’aut e pa t, il 

est intéressant de noter que récemment une étude a montré que Akt et son activateur PDK1 

(phosphoinositide-dependent protein kinase 1) régule la vitesse de locomotion des neurones 

pyramidaux par le contrôle du mouvement coordonné du noyau et du centrosome, probablement via 

la régulation du complexe dynéine-dynactine (Itoh et al., 2016). Ces données relieraient ainsi la voie 

PDK1-Akt et les protéines associées aux microtubules dans le développement du cortex. 
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Figure 42 : Modèle de l’effet d’u e utatio  osaï ue so ati ue a tivat i e de AKT  su  la ig atio  eu o ale. 

Les cellules présentant la mutation mosaïque somatique activatrice de AKT3 (AKT3*) responsable de malformations du 

développement cortical fo ales so t oses ta dis ue les ellules oisi es so t g ises. L’a ti atio  a e a te de AKT  e t ai e 
l’a ti atio  de la oie TOR et la phospho latio  de FOXG , e t ai a t sa elo alisatio  au i eau du toplas e. FOXG  

’e e e plus so  effet p essif su  l’e p essio  de la Reeli , ui est ai si s t e pa  les ellules uta tes de a i e 
ectopique et agit selon un mode autocrine et paracrine. Cette expression ectopique mène à des défauts de la migration des 

neurones de manière cellule autonome (autocrine) mais également cellule non-autonome (paracrine), ce qui pourrait 

expliquer comment des mutations mosaïques somatiques retrouvées dans une faible proportion de cellules peuvent être 

responsables de troubles sévères et répandus du développement du e eau. D’ap s Baek et al.  

 

    b-3 Régulation de Dab1 par le système ubiquitine/protéasome 

U e a a t isti ue o u e et pa ti uli e e t i t essa te des sou is d fi ie tes pou  l’u  des 

composants clés de la signalisation Reelin, telles que Sr  ou ApoER  et Vldl , est l’a u ulatio  de la 

protéine Dab1 (Howell et al., 2000; Kuo et al., 2005; Trommsdorff et al., 1999). Toutes ces déficiences 

résultent en une réduction ou une absence de la phosphorylation de Dab1 suggérant que cette 

phosphorylation est importante pour la régulation du niveau de Dab1 et apporte ainsi un moyen de 

réguler négativement le signal Reelin après son activation. De manière cohérente, Honda et Nakajima 

ont récemment montré par électroporation in utero ue l’e s de Da  da s le toplas e des 

neurones en migration provoque un arrêt de la migration radiaire (Honda and Nakajima, 2016).  

Des études précédentes ont montré que la phosphorylation de Dab1 induite par la Reelin entraine 

l’u i uiti atio  d pe da te de la Culli -5 E3 ubiquitine ligase et de son adaptateur SOCS7 (Suppressor 

of cytokine signaling 7) puis la dégradation par le protéasome de Dab1 activé (Feng et al., 2007; 

Lawrenson et al., 2015; Simó and Cooper, 2013; Simó et al., 2010). L’e p essio  d’u  uta t Da  

phosphorylable mais résistant à la dégradation dépendante de Cul5 entraine un excès de migration 

des neurones pyramidaux, indiquant que la dégradation de Dab1 est essentielle pour le 

positionnement correct des neurones dépendant de la signalisation Reelin (Simó et al., 2010). De la 
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même manière, les défauts de positionnement des neurones chez des souris KO de manière 

conditionnelle pour le gène Rbx2 (sous-unité du complexe Cullin-5 E3 ubiquitine ligase) sont sauvés 

pa  l’e p essio  à l’ tat h t oz gote de Da  (Simó and Cooper, 2013). 

Plus récemment, Moon et coll ont montré que la délétion conditionnelle de la protéine TSC2 (Tuberin), 

laquelle est retrouvée mutée dans des scléroses tubéreuses complexes qui sont associées à des 

anomalies neurodéveloppementales, mène à des défauts de la migration neuronale (Simó and Cooper, 

2013). Ces défauts sont dus à une augmentation de Dab1 totale et une diminution de Dab1 

phospho l e o s ue te à l’aug e tatio  de l’e p essio  de Cul  ia l’a ti atio  a o ale de 

mTORC1 (Moon et al., 2015) (Figure . L’i hi itio  de l’a ti it  de TORC  e t ai e u  etou  à u  

i eau d’e p essio  o al de Da  phosphorylée et Cul5 et sauve le phénotype de migration 

neuronale observé chez les souris KO conditionnelles pour Tsc2. Ces résultats semblent donc indiquer 

ue l’u i uiti e ligase Cul  est u  gulateu  l  du ouplage e t e les oies de sig alisatio s Reeli -

Dab1 et mTOR dans la pathogenèse des scléroses tubéreuses complexes. 

En parallèle, il est intéressant de noter que CUL4B, une autre protéine de la famille des Cullin E3 

ubiquitine ligase, serait également un régulateur de la signalisation mTORC1 et que des mutations dans 

CUL B so t asso i es à des alfo atio s du d eloppe e t o ti al hez l’ho e, e ui e fo e 

l’i po ta e des u i uiti es ligases da s le d eloppe e t o ti al (Vulto-van Silfhout et al., 2015).  
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Figure 43 : La dérégulation de la signalisation Reelin-Dab1 souligne les défauts de migration neuronale des scléroses 

tubéreuses complexes. 

La délétion de TSC2, qui est retrouvée mutée chez des patients atteints de scléroses tubéreuses complexes, dans les neurones 

en migration entraine un retard de la migration associé à des défauts au niveau du processus antérieur. Ce défaut de 

migration est conséquent à une dérégulation de la voie de signalisation Reelin-Da . E  effet, l’a se e de Ts  da s les 
o te  de sou is est a o pag e d’u e aug e tatio  du i eau de Reeli  et de Da . Cepe da t, le i eau de Da  

phosphorylée est fortement réduit suite à l’aug e tatio  de l’e p essio  de la E  u i uiti e ligase Cul  ia l’a ti atio  
a e a te de la oie TORC . D’ap s Moo  et al.  

 

La Reelin est décrite pour exercer un effet sur la migration neuronale et la dynamique des processus 

de d iti ues pa  l’a ti atio  de TOR ia l’a ti atio  de Akt et PI K, e ui laisse sugg e  ue 

l’a ti atio  de TOR pou ait pa ti ipe  au p o essus de migration neuronale via un mécanisme de 

régulation négative de Cul5 afin de contrôler le niveau de Dab1 phosphorylée (Jossin and Goffinet, 

2007). De a i e oh e te, il est o t  ue l’a ti atio  de TOR i duit u  d faut de 

positionnement des neurones associé à une augmentation de la taille du corps cellulaire des neurones 

en migration (Kassai et al., 2014). De plus, des mutations dans le gène mTOR ont été retrouvées chez 

des patients présentant des malformations du développement cortical focales (hémimégalencéphalie 

et dysplasie corticale focale de type II) avec comme principale caractéristique une sur-activation de la 

voie mTORC1 (Lee et al., 2012b; Lim et al., 2015; Mirzaa et al., 2016; Nakashima et al., 2015). 
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2.4.6 Rab, Arf et le trafic membranaire intracellulaire 

Co e ous l’a o s o u  à plusieu s ep ises, la fa ille des petites GTPases et e  pa ti ulie  les 

Rho GTPases telles que Rac1 et Cdc42 sont impliquées dans plusieurs processus cruciaux pour la 

migration neuronale en exerçant leurs fonctions via la régulation de la dynamique des filaments 

d’a ti e et des i otu ules (Konno et al., 2005; Ridley, 2015). Un autre aspect de la régulation de la 

migration neuronale a récemment émergé et concerne la régulation du trafic membranaire 

intracellulaire au sein des neurones en migration. Chez les cellules eucaryotes mammifères, le trafic 

membranaire est principalement assuré par la famille des petites GTPases Rab et Arf et comme nous 

allons le voir maintenant ces protéines commencent à être impliquées dans le contrôle de la migration 

neuronale (Stenmark, 2009; Tang, 2016). 

Le rôle des protéines Rab dans la migration neuronale radiaire a été souligné par une étude de 

Kawauchi et coll e  . P e i e e t les auteu s e a i e t l’effet de l’e p essio  d’u e fo e 

do i a te gati e de la d a i e, i hi a t p es ue tous t pes d’e do tose, da s les eurones en 

ig atio  et o se e t des d fauts de ig atio  eu o ale i di ua t u  ôle u ial de l’e do tose 

da s e p o essus. E suite, e  utilisa t la te h i ue d’ le t opo atio  in utero, ils démontrent que 

l’e do tose d pe da te de Ra  e do tose enant à plusieurs voies de recyclage) et de Rab11 

(voie de recyclage lente via les endosomes) sont nécessaires à la migration et en particulier à la phase 

de lo o otio  ais pas l’e do tose d pe da te de Ra  oie de e lage di e te à la e a e . 

De plus, ces résultats montrent que la voie de dégradation lysosomale dépendante de Rab7 est 

impliquée dans la phase finale de la translocation somatique plutôt que dans la locomotion. Le 

mécanisme général proposé pour rendre compte de ces effets est la régulation de la distribution et de 

la quantité de N-Cadhérine dans les neurones en migration. En effet, les suppressions de Rab5 et Rab11 

sont généralement associées à une augmentation de la N-Cadhérine au niveau de la membrane et la 

suppression de Rab7 à une augmentation de la quantité cellulaire totale de la N-Cadh i e. L’e se le 

de es do es le do  u  ôle iti ue des diff e tes oies d’e do toses da s diff e tes 

étapes de la migration neuronale (Kawauchi et al., 2010) (Figure 44). 
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Figure  : Les voies d’e do toses d pe da tes des p ot i es Ra  gule t la ig atio  eu o ale. 

(A) “ h a apitulatif des oies d’e do toses d pe da tes des p ot i es Ra . Ra  gule l’e do tose et la d a i ue 
des endosomes précoces. A partir des endosomes précoces, Rab4 permet le recyclage rapide à la membrane, Rab7 contrôle 

la dégradation dépendante du lysosome et Rab11 régule le recyclage lent via les endosomes. (B) Modèle de la régulation de 

la ig atio  eu o ale pa  les p ot i es Ra . Ra  et Ra  gule t le p o essus de lo o otio  et l’e t e da s la pla ue 
corticale via le trafic intracellulaire de la N-Cadhérine tandis que Rab7 régule la phase terminale de la migration neuronale 

via la régulation de la dégradation de la N-Cadh i e d pe da te du l soso e. D’ap s Ka au hi et al. . 

 

Plus récemment, la petite GTPase Arf6 a également été décrite dans la migration neuronale via 

l’a al se du ôle de TBC1D24 (Tre2/Bub2/Cdc16 domain family member 24) (Falace et al., 2014). Le 

recyclage de membrane vers le compartiment endocytaire dépendant de Arf6 est impliqué dans de 

nombreux processus cellulaires tels que le mouvement cellulaire et la cytocinèse (Schweitzer et al., 

2011). TBC1D24 est une protéine GAP (GTPase-activating protein) interagissant avec Arf6 afin de 

réguler sa fonction et est retrouvée mutée chez des patients avec des syndromes incluant des 

malformations corticales, des déficiences intellectuelles et des épilepsies (Falace et al., 2010; Frasa et 

al., 2012). Les auteu s o t o t  ue l’i hi itio  de l’e p essio  de Tbc1d24 par électroporation in 

utero entraine une dérégulation de la transition multipolaire-bipolaire dans la zone intermédiaire et 

do  u e alt atio  de la ig atio  eu o ale. La su e p essio  d’u e fo e do i a te gati e de 

Arf6 permet de sauver le phénotype de migration neuronale suggérant ainsi que le rôle de Tbc1d24 

da s la ig atio  eu o ale s’e e e ia le o t ôle de l’a ti atio  de A f  (Falace et al., 2014).  

L’e se le de es do es ette t do  e  a a t l’i po ta e du t afi  e a ai e da s la 

régulation de la migration neuronale 

 

2.4.7 Le cil primaire 

Co e ous l’a o s d jà a o d  p de e t, le il p i ai e est u  o ga ite se so iel pe etta t 

de réguler de nombreuses voies de signalisation dans le cortex en développement et de nombreuses 

études récentes impliquent le cil primaire dans la régulation de la neurogenèse. Cependant, son rôle 
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durant le processus de migration neuronale radiaire reste encore très peu étudié et les principales 

données proviennent de deux études sur le rôle du cil primaire dans la migration tangentielle des 

interneurones. La première étude montre que le cil primaire joue un rôle dans le guidage de la 

ig atio  et le pla e e t des i te eu o es da s le o te  e  d eloppe e t et ue l’e p essio  de 

mutant de Arl13b (une petite GTPase de la famille des Arf/Arl localisée spécifiquement dans le cil 

primaire) responsable du syndrome de Joubert (caractérisé par une malformation du tronc cérébral et 

une agénésie ou une hypoplasie du vermis cérébelleux) induit des défauts de la migration neuronale 

(Higginbotham et al., 2012). De manière similaire, Baudoin et coll ont démontré que le cil primaire 

présent à la membrane des interneurones des éminences ganglionnaires médianes favorise les 

changements directionnels nécessaires à leur ciblage au niveau du cortex via la signalisation Shh 

(Baudoin et al., 2012). Co e a t la ig atio  adiai e, il est i t essa t de ote  l’ tude de Guo et 

coll en 2014 qui a consisté à évaluer les conséquences de l’ARN i te f e e de t s o eu  g es 

responsables de ciliopathies, connues pour causer des troubles neurologiques, sur les principales 

étapes du développement cortical dont la migration radiaire (Guo et al., 2015) (Figure 45). De manière 

intéressante, ces résultats montrent que 17 gènes sur les 30 sélectionnés modulent différentes phases 

de la migration radiaire, telles que la régulation de la dynamique du processus antérieur et la transition 

multipolaire-bipolaire, soulignant ainsi le rôle crucial du cil primaire dans ce processus (Guo et al., 

2015). De a i e i t essa te, l’ARN i te f e e de AHI1 (Abelson helper integration site 1) et de 

plusieurs BBS (Bardet-Biedl syndrome) induisent des défauts de la migration neuronale, ce qui apporte 

des informations sur les mécanismes physiopathologiques soulignant les hétérotopies corticales et les 

polymicrogyries présentes chez des patients portant des mutations dans les gènes AHI1 et BBS (Dixon-

Salazar et al., 2004; Guo et al., 2015; Rooryck et al., 2007). 
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Figure 45 : Les gènes associés à des ciliopathies et le développement cortical. 

Schéma des étapes majeures du développement cortical. (1) Organisation et polarisation des cellules gliales radiaires. (2) 

Prolifération des cellules gliales radiaires et des progéniteurs intermédiaires. (3) Transition multipolaire-bipolaire des 

neurones. (4) Locomotion des neurones sur les fibres des cellules gliales radiaires. (5) Croissance axonale. (6) Guidage axonal. 

(7) Dendritogenèse. Les gènes identifiés dans des ciliopathies sont indiqués selon leurs rôles supposés dans les différentes 

étapes du développement cortical. D’ap s Guo et al.  

 

 

2.4.8 Les régulations épigénétiques et post-transcriptionnelles 

a. Mécanismes épigénétiques 

L’i po ta e des a is es pig ti ues da s la ig atio  adiai e a e e t e g . Pa  

exemple, la nitrosation de HDAC2 (Histone deacetylase 2) a été impliquée dans la régulation de la 

ig atio  adiai e ia le o t ôle de l’e p essio  d’u e sous-u it  d’u  o ple e de e odelage de la 

h o ati e d pe da t de l’ATP (Nott et al., 2013). Un autre exemple correspond à la protéine CoREST, 

qui est un composant co- p esseu  d’u  s st e de e odelage de la h o ati e et ui gule 

l’e p essio  de g es du a t le d eloppe e t. E  effet, la d pl tio  de CoRE“T du a t le 

développement cortical entraine un retard dans la transitio  d’u e o phologie ultipolai e e s u e 

o phologie ipolai e au d ut de la ig atio  eu o ale et et effet est dû à la pe te d’i te a tio  

e t e CoRE“T et l’histo e d th lase L“D  lysine (K)-specific demethylase 1A) (Fuentes et al., 2012). 

Finalement, une étude montre que la méthyltransférase Ezh2 (Enhancer of zest homolog 2), qui est un 

membre du complexe répresseur PRC2 (Polycomb repressive complex 2) responsable de la tri-

th latio  de l’histo e H  su  le sidu l si e  H K e , est esse tielle pou  l’o ie tatio  
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correcte des neurones en migration (Zhao et al., 2015). Dans cette étude, les auteurs proposent que 

Ezh2 régule gati e e t l’e p essio  de la Reeli  e  se lia t à so  p o oteu . 

 

b. Les régulations post-transcriptionnelles 

    b-1 Les microARN 

Les microARN (miARN) correspondent à une classe d'ARN courts (une vingtaine de nucléotides après 

les processus de maturation) simples brins et non codants qui permettent de nombreuses régulations 

post-transcriptionnelles en induisant la dégradation de leurs ARN cibles ou en affectant l'efficacité de 

traduction. Les miARN sont maintenant largement décrits pour réguler l'ensemble des étapes 

essentielles pour le développement cortical (Davis et al., 2008). Il ’est do  pas su p e a t ue les 

études des souris KO pour Dicer (une ribonucléase de classe III impliquée dans la maturation des 

iARN  sugg e t des alt atio s da s l’e se le des p o essus de la o ti ogenèse et en particulier 

dans la neurogenèse (Davis et al., 2008; Kawase-Koga et al., 2009). Cepe da t, e ’est ue e e t 

que plusieurs études impliquent les miARN directement dans le processus de migration. En particulier, 

Volvert et coll ont montré que les miARN miR-22 et miR-124 régulent la dynamique de la transition de 

morphologie bipolaire-multipolaire et la polarisation des neurones nécessaires à la locomotion le long 

des fibres des cellules gliales radiaires (Volvert et al., 2014). Cette gulatio  s’e e e pa  o t ôle de 

l’e p essio  de DCX ia le o ple e de répression transcriptionnel CoREST/REST (Volvert et al. 2014) 

(Figure 46). De plus, une autre étude montre que les miARN iR ‐ p, iR  et iR  gule la 

lo o otio  des eu o es ia le o t ôle de l’e p essio  de la N-Cadhérine, laquelle est nécessaire au 

ou s de la ig atio  e  pe etta t l’i te a tio  e t e les eu o es et les fi es des ellules gliales 

radiaires (Rago et al., 2014; Shikanai et al., 2011).  
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    b-  L’ pissage alternatif 

L’ pissage alte atif de l’ARN est u  p o essus post-transcriptionnel essentiel qui entre en jeu dans la 

régulation de plus de 90% des gènes humains mais son rôle dans la migration neuronale est très peu 

étudié (Wang et al., 2008). Cepe da t, u e tude a is e  ide e le ôle u ial jou  pa  l’ pissage 

alternatif dans la migration neuronale. En effet, Yano et coll ont  montré que les défauts de lamination 

corticale observés chez la souris KO pour Nova2 (Neuro-oncological ventral antigen 2), qui est une 

p ot i e de liaiso  à l’ARN gula t l’ pissage, so t o s ue ts à u e alt atio  de l’ pissage 

alternatif de Dab1 (Yano et al., 2010) (Figure 47).  

Figure 46 : Le ciblage de CoREST par les microARN 

régule la polarisation des neurones corticaux en 

migration. 

Les microARN miR-22 et miR-124, qui sont exprimés 

espe ti e e t da s l’e se le des zo es du o te  
et principalement dans la plaque corticale, 

o t ôle t l’e p essio  des composants du complexe 

de répression transcriptionnelle CoREST/REST dans 

les neurones en migration. Ce ciblage de CoREST par 

les microARN est critique pour promouvoir la 

dynamique de transition multipolaire/bipolaire à 

l’i itiatio  de la ig atio  flèche verte dans 

l’e ad  et à la sta ilisatio  de la o phologie 
bipolaire durant la migration (trait rouge dans 

l’e ad , ia le o t ôle de l’e p essio  de la 
p ot i e asso i e au  i otu ules DCX. D’ap s 
Volvert et al. 2014) 
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Figure 47 : La régulation de la migration neuronale par épissage alternatif de Dab1. 

Dans les souris sauvages (Wild-t pe , la p ot i e de liaiso  à l’ARN No a  se lie au  otifs YCAY di e te e t e  a o t des 
e o s  et  de Da , e ui e à l’ pissage de es e o s. Dans les souris KO pour Nova2, les exons 7b et 7c sont 

i o po s da s l’ARN , e t ai a t l’additio  de  a ides a i s ju tapos s au sidu phosphot osi e. L’e p essio  de e 
variant pourrait perturber la signalisation Reelin en amont via ApoER2 ou VLDLR ou e  a al ia l’adaptateu  C k ou les ki ases 
F /“ . La gulatio  de l’ pissage de Da /Da .  d pe da te de No a  est apa le d’i dui e u e pe utatio  e t e 
u  tat apa le de po d e à la sig alisatio  Reeli  et u  tat i apa le d’  po d e, régulant ainsi la lamination corticale. 

D’ap s Park & Curran 2010; Yano et al. 2010) 

 

Plus e e t, afi  de ieu  o p e d e le ôle de l’ pissage alte atif da s le desti  ellulai e des 

progéniteurs neuronaux, Zhang et coll o t o pa  les sultats du s ue çage de l’ARN des 

progéniteurs et des neurones purifiés à partir de cortex en développement (Zhang et al., 2016). Ces 

analyses ont révélé ue le p o essus d’ pissage alte atif gule p f e tielle e t des g es oda t 

pour des protéines du cytosquelette qui sont retrouvées mutées dans des maladies 

eu od eloppe e tales. Le desti  eu o al et l’i lusio  d’e o s sp ifi ues des eu o es sont 

gul s de a i e a tago iste pa  les p ot i es de liaiso  à l’ARN Pt  Polypyrimidine tract-binding 

protein 1) et Rbfox1/2/3 (RNA Binding Protein, Fox-1 Homolog), lesquelles sont exprimées 

espe ti e e t da s les p og iteu s et les eu o es. L’ pissage alternatif régulé par Rbfox1/2/3 

pe et à la Ni ei  d’ t e d lo alis e du e t oso e da s les eu o es ta dis ue l’e p essio  de 

Pt p  est e uise pou  l’adh sio  api ale des ellules gliales adiai es ia le ai tie  de l’e p essio  

de Filamin a et b dans les progéniteurs. 
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3. Mise en place des connectivités par croissance et 

guidage axonal 

3.1 Généralités 

La fonction du cortex cérébral repose sur les nombreuses connexions longues distances mises en place 

par les neurones pyramidaux, ou de projection, des différentes couches du cortex.  

Les trois classes majeures de neurones de projection, classés selon leur position au sein des différentes 

couches du cortex et des structures sur laquelle ils projettent leur axone, sont les neurones à projection 

calleuse, les neurones corticothalamiques et les neurones à projection sous-corticale (Leyva-Díaz and 

López-Bendito, 2013; Molyneaux et al., 2007) (Figure 48). 

 

 

Figure 48 : Les Principaux types de neurones de projection du cortex en développement. 

D’ap s Molyneaux et al. 2007) 

 

Les eu o es à p oje tio  alleuse p ojette t leu  a o e soit e s d’aut es eu o es du e 

h isph e o e io s ipsilat ales , soit e s les eu o es de l’h isph e oppos  e  passa t pa  

le corps calleux (connexions calleuses). Les projections calleuses proviennent des neurones occupant 

les couches corticales II/III (environ 80% chez les rongeurs), la couche V (environ 20%) et très peu de 

la couche VI (Leyva-Díaz and López-Bendito, 2013). Le corps calleux correspond donc à un large 

fais eau d’a o es pe etta t l’i t g ation des informations sensorielles, motrices et cognitives entre 
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les deux hémisphères. Bien que les mécanismes physiopathologiques soient encore inconnus, 

l’ag sie du o ps alleu  hez l’ho e est soit as pto ati ue, soit asso i e à de o eu  

syndromes neurologiques avec divers symptômes, incluant des défauts du langage, des déficits de 

l’atte tio , de l’h pe a ti it  ou des diffi ult s d’app e tissage (Paul et al., 2007). 

Les communications entre les différentes aires du cortex et le thalamus se font via les projections 

axonales des neurones corticothalamiques occupant principalement la couche corticale profonde VI. 

Les faisceaux axonaux provenant des neurones corticothalamiques associés aux projections corticales 

des eu o es thala i ues o t i ue t à la fo atio  d’u e des plus g a de oie a o ale du 

subpallium, la capsule interne. 

Les neurones à projection sous-corticale sont des neurones situés dans la couche corticale V et 

projettent leur axone au niveau du tronc cérébral et de la moelle épinière. Parmi eux, les neurones 

corticopontiques émettent des axones directement dans les pons, les neurones corticotectaux 

projettent au niveau des olli uli et des po s et les eu o es oteu s o ti ospi au  de l’ai e 

se so i ot i e du o te  pe ette t d’ ta li  des o e io s a e  la oelle pi i e (Molyneaux et 

al., 2007). 

 

Les eu o es p a idau  peu e t t e gale e t lass s selo  leu  p ofil d’e p essio  diff e tiel de 

facteurs de transcription. En effet, un grand nombre de facteurs de transcription exprimés 

spécifiquement par certaines couches de neurones et nécessaires à leur spécification ont été mis en 

évidence durant ces dernières années (Molyneaux et al., 2007). A tit e d’e e ple, le fa teu  de 

transcription Satb2 (Special AT-rich sequence-binding protein 2) est exprimé principalement dans les 

neurones des couches II-IV et est un régulateur clé de la spécification des neurones à projection 

calleuse (Alcamo et al., 2008; Britanova et al., 2008). Les facteurs de transcription Ctip2 (COUP-TF 

interacting protein 2) et Tbr1 (T-box, brain 1) sont essentiels pour la spécification en neurones à 

projection sous-corticale et corticothalamique respectivement (Arlotta et al., 2005; Hevner et al., 

2001). Il existe de nombreuses interactions entre ces différents facteurs de transcription permettant 

l’ ta lisse e t de l’ide tit  des eu o es de p oje tio  Figure 49). 
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Figure 49 : Interactions entre les principaux facteurs de transcription clés régulant la différenciation des neurones 

corticaux. 

D’ap s Leyva-Díaz & López-Bendito 2013) 

 

3.2 Mécanismes cellulaires et moléculaires de la croissance axonale 

Les neurones pyramidaux en migration émettent un processus postérieur dirigé vers le ventricule et 

un processus antérieur dirigé vers la surface du cortex qui vont respectivement devenir par la suite les 

futurs axones et dendrites (Figure 50). 

 

 

Figure 50 : Mise en place de la polarité neuronale durant le développement cortical. 

Durant le développement cortical, les neurones nouvellement générés transitent par la zone intermédiaire où ils émettent 
de ultiples eu ites i atu es et adopte t u e o phologie ultipolai e a a t u’u  eu ite ajeu  se fo e de a i e 
radiaire et devienne le processus antérieur (En anglais : Leading process, LP). Ces neurones adoptent ensuite une morphologie 

ipolai e ui leu  pe et de s’e gage  da s le p o essus de ig atio  adiai e. Pe da t la ig atio  adiai e, les eu o es 
migrant de manière radiaire le long des fibres de la glie radiaire laissent émerger un processus postérieur (En anglais : Trailing 

process, TP), le uel s’allo ge de a i e ta ge tielle da s la zo e i te diai e et fo e a pa  la suite l’axone (violet). 
D’ap s Barnes & Polleux 2009). 

 
 



93 
 

Ap s ette tape de sp ifi atio , la oissa e de l’a o e, ui est i ti e e t li e à so  guidage, peut 

avoir lieu afin de contacter les différentes cibles des neurones pyramidaux. Nous allons nous intéresser 

dans cette partie à la régulation de la dynamique du cytosquelette permettant cette élongation.  

La oissa e de l’a o e au i eau du ô e de oissa e est le p oduit de l’i t g atio  de deu  fo es : 

le transport axonal lent et la polymérisation des microtubules produisent une force permettant la 

pousse a o ale ui est o i e à u e d a i ue des fila e ts d’a ti e au i eau de la p iph ie 

du cône de croissance (Letourneau et al., 1987; Suter and Miller, 2011) (Figure 51).  

 

 

Figure 51 : Les o ga isatio s du tos uelette i te ve a t du a t l’ lo gatio  a o ale. 

Les i otu ules p o e a t de l’a o e se dispe se t da s la zo e e t ale de l’a o e (C-zone). Quelques microtubules 
passent à travers la zone de transition (T-zone), contenant le réseau de F-actine, pour atteindre les filopodes de la zone 
périphérique (P-zone). La stimulation par des fa teu s e t a ellulai es e t ai e la sta ilisatio  et l’e t e assi e des 
microtubules dans la zone périphérique où ils vont produire une force de poussée qui se combine à la force de traction 
provenant de l’a ti e, fou issa t les fo es essai es à l’e te sio  du ô e de oissa e. D’ap s Lewis et al. 2013) 

 
Bie  ue les d a i ues oo do es des i otu ules et des fila e ts d’a ti e soie t essai es à 

la fonction du cône de croissance, il a été montré que des molécules perturbant le cytosquelette 

d’a ti e a aie t des effets li it s su  l’ lo gatio  de l’a o e et ue l’a ti e tait plutôt esse tiel pou  

le guidage in vitro et in vivo (Bentley and Toroian-Raymond, 1986; Marsh and Letourneau, 1984). Au 

o t ai e de l’a ti e, la pol isatio  des i otu ules est e uise pou  l’ lo gatio  de l’a o e 

(Letourneau et al., 1987). Les protéines axonales et les éléments du cytosquelette sont transportés le 

lo g de l’a o e ia le t a spo t a o al le t d pe da t des oteu s ol ulai es asso i s au  

microtubules (Xia et al., 2003; Yabe et al., 1999). De ce fait, la perturbation du transport axonal lent 

des tubulines altère la force produit par la polymérisation des microtubules permettant la pousse 

a o ale et d gule l’ lo gatio  (Suter and Miller, 2011). Il ’est pas o  plus su p e a t ue de 

o euses tudes o t l  l’i po ta e des p ot i es asso i es au  e t it s +  e  oissa e 

des microtubules (+TIPs), telles que les familles de protéines CLIP (Cytoplasmic-linker protein) et EB 

(end-binding protein), dans la motilité du cône de croissance suite à la réponse à des signaux 

extracellulaires (Lowery and Van Vactor, 2009). Les +TIPs de la famille CLIP interagissent avec APC 
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Ade o atous pol posis oli  afi  de o t ôle  l’a ti it  de G“K β, ui est o ue pou  gule  la 

d a i ue des i otu ules et le guidage de l’a o e ia la oie W t (Ciani et al., 2004; Lucas et al., 

1998; Zhou et al., 2004). Il a aussi été montré que les CLIP se lient avec IQGAP, laquelle permet la 

gulatio  de la d a i ue des fila e ts d’a ti e pa  le i lage des GTPases Ra /Cd  au i eau du 

cône de croissance (Fukata et al., 2002; Kholmanskikh et al., 2006). KIF2A est un autre exemple proche 

des +TIPs gula t la d a i ue de l’e t it  +  ia so  a ti it  i otu ule d pol ase (Desai 

et al., 1999). Homma et coll ont étudié la souris KO pour Kif2a et ont observé une dérégulation des 

a ifi atio s de l’a o e ui est o s ue te à u e su e te sio  des a ifi atio s ollat ales. Les 

auteurs suggèrent que KIF2A dépolymérise les microtubules au niveau de la bordure du cône de 

oissa e pe etta t l’ lo gatio  et le guidage de l’a o e e s sa i le e  supp i a t l’appa itio  de 

ramifications axonales collatérales (Homma et al., 2003) (Figure 52). 

 

 

Figure 52 : Mod le du ôle de KIF A da s la supp essio  des a he e ts ollat au  de l’a o e. 

(A-B) Schéma de la dynamique des microtubules dans le cône de croissa e. A  E  p se e de KIF A, l’e te sio  du ô e 
de oissa e est o t ôl e pa  le ai tie  à l’ uili e e t e pol isatio  et d pol isatio  des i otu ules pa  KIF A, 

e  pa ti ulie  à l’e t it  du ô e de oissa e. B  Da s les eu o es KO pour la microtubule dépolymérase KIF2A, la 

polymérisation des microtubules se déroule de manière incontrôlée au niveau des extrémités (+), ce qui entraine une force 

de pouss e au i eau de la e a e et la fo atio  d’u  a he e t ollat al fl he ouge . D’ap s Homma et al. 

2003) 

 

3.3 Mécanismes de guidage axonal 

Les axones, via leur cône de croissance, naviguent su  de t s lo gues dista es afi  d’attei d e la 

structure cible. Le guidage axonal repose principalement sur quatre types de mécanismes : l’att a tio  

de contact, la chimio-attraction, la répulsion de contact et la chimio-répulsion (Tessier-Lavigne and 

Goodman, 1996) (Figure 53). Ces sig au  e t a ellulai es e t ai e t u e o i aiso  d’effets 

att a tifs et pulsifs di s pa  la o ga isatio  du tos uelette d’a ti e et des i otu ules. 
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A tit e d’e e ple, la t a e s e de la lig e dia e e t e les deu  h isph es  pa  les a o es des 

neurones à projection calleuse fait intervenir une combinaison de couples ligands/récepteurs, tels que 

Nétrine/DCC et Slit/Robo, permettant le contrôle de la traversée via leurs effets attractifs et répulsifs 

respectivement (Chilton, 2006; Dickson and Gilestro, 2006) (Figure 54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Schéma récapitulatif des principaux 

processus de régulation du guidage axonal. 

D’ap s Tessier-Lavigne & Goodman 1996) 

Figure 54 : Modèle de régulation de la traversée de 

la ligne médiane par les axones commissuraux. 

Différentes combinaisons de couples 

ligand/récepteur régulent la traversée de la ligne 

médiane. A mesure que le cône de croissance (gris) se 

rapproche de la ligne médiane (partie haute), la 

nétrine se lie à DCC, ce qui exerce un effet attractif 

pou  le ô e de oissa e ta dis ue l’effet pulsif 
du couple Slit/Robo est réprimé par Rig1. La ligne 

médiane correspond donc à un signal attractif 

(pointillés verts). Après le passage de la ligne médiane 

pa tie asse , l’e p essio  de Rig  est di i u e, e 
ui pe et l’a ti atio  du ouple “lit/Ro o. De plus, 

Robo inhibe le signal attractif provenant de DCC. La 

ligne médiane devient donc un signal répulsif pour le 

cône de croissance (pointillés rouges), ce qui permet 

sa croissance au-delà de la ligne médiane. D’ap s 
Chilton 2006) 



96 
 

B. Malformations du développement cortical 

1. Généralités 

Co e ous a o s pu le oi  jus u’à ai te a t, le d eloppe e t du o te  al o espo d à 

u  e se le de p o essus o ple es et fi e e t gul s. La pe tu atio  de l’u  ou de plusieu s de 

ces processus peut mener à une grande variété de troubles du développement. La majorité de ces 

t ou les du d eloppe e t so t à l’o igi e de o euses alfo atio s hez l’ho e 

reconnaissables par imagerie cérébrale et qui ont donc été désignées comme des malformations du 

développement cortical (MDC). Les MDC sont une cause commune de déficiences intellectuelles et 

d’ pilepsies s es. Plusieu s lassifi atio s des MDC o t t  p opos es au ou s des de i es 

années, reposant sur les caractéristiques neuro-anatomiques, génétiques et plus récemment 

physiopathologi ues g â e, e t e aut e, à l’appo t des od les o geu s KO ou KI et de la te h i ue 

d’ le t opo atio  in utero (Barkovich et al., 2012). Cette dernière consiste à classer les MDC selon la 

principale étape du développement altéré et comprend donc trois groupes majeurs que sont les 

anomalies de la prolifération des progéniteurs neuronaux, de la migration neuronale et de 

l’o ga isatio  des ou hes o ti ales. Cepe da t, il ’e iste pas e o e de lassifi atio  id ale, e ui 

a été mis en avant récemment par de nombreuses découvertes suggérant une grande hétérogénéité 

de malformations corticales associées à des mutations dans un même gène (tels que WDR62, DYNC1H1 

ou TUBG1) (Bilgüvar et al., 2010; Nicholas et al., 2010; Poirier et al., 2013; Yu et al., 2010). La figure 57, 

qui correspond à un schéma récapitulatif (non exhaustif) des gènes associés à des MDC en fonction 

des p i ipau  p o essus de la o ti oge se, pe et d’app ie  ette hétérogénéité. Dans cette 

partie, nous allons tenter de présenter brièvement les différentes MDC selon la principale 

a a t isti ue de la alfo atio , ’est-à-dire la taille du cerveau, la gyration corticale et les ectopies 

(Figure 55). 
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Figure 55 : Les différentes malformations du développement cortical et leur phénotype associé. 

Il est i po ta t de ote  ue e tai es de es alfo atio s so t asso i es à des a o alies d’aut es st u tu es telles ue 
le e elet, le o ps alleu , le t o  al et les ga glio s de la ase. D’ap s Fernández et al. 2016) 

 

2. Anomalies de la taille du cerveau 

2.1 Microcéphalie 

La microcéphalie est une maladie neurodéveloppementale caractérisée par un périmètre crânien 

réduit d’au oi s 2,5 à 3 écarts-types par rapport à la mesure moyenne (Gilmore and Walsh, 2013). 

Les microcéphalies sont dans de nombreux cas également associées à des altérations de la gyration 

corticale (Adachi et al., 2011; Bilgüvar et al., 2010; Yu et al., 2010). La majorité des gènes connus pour 

être responsables de microcéphalies sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires liés à la 

prolifération des progéniteurs neuronaux et la balance entre divisions symétriques/asymétriques, ce 



98 
 

qui a pour conséquence finale une forte diminution de la production de neurones matures (Alcantara 

a d O’D is oll, ; Tho to  a d Woods, . Les principaux processus cellulaires et gènes 

associés sont les suivants : la maturation du centrosome (CDK5RAP2, CENPJ, STIL, NDE1), la progression 

du cycle cellulaire (MCPH1, CENPJ, CDK5RAP2, WDR62 , la pa atio  de l’ADN MCPH1, PCNT) et 

l’o ie tatio  du fuseau itoti ue WDR62, NDE1, ASPM, MCPH1) Al a ta a a d O’D is oll, ; 

Bizzotto and Francis, 2015; Thornton and Woods, 2009). L’e se le de es p o essus ellulaires étant 

fi e e t li s et he au ha t du a t le d eloppe e t o ti al, il ’est do  pas su p e a t ue les 

mutations dans un gène soient décrites pour perturber plusieurs de ces processus. Il est intéressant 

de ote  u’e  plus de la pe te de apa it  proliférative des progéniteurs, la diminution du nombre de 

eu o es atu es da s le o te  est gale e t e pli u e pa  l’i du tio  de la o t ellulai e pa  

apoptose. En effet, des mutations dans les gènes TUBB et WDR62 provoquent un défaut dans la 

progressio  itoti ue i duisa t l’apoptose d pe da te de p  et fi ale e t la du tio  du pool de 

progéniteurs (Breuss et al., 2016; Chen et al., 2014). 

2.2 Mégalencéphalie 

Le terme de mégalencéphalie se f e à u  e eau d’u e taille a o alement élevée qui excède la 

mesure moyenne de 2 écarts-types. Cette augmentation de la taille du cerveau est souvent reliée à 

une production excessive de progéniteurs neuronaux et de neurones matures qui est due à une 

di i utio  de l’apoptose ou u  a ou issement du cycle cellulaire (Barkovich et al., 2012; Dehay and 

Kennedy, 2007). Une des raisons pour lesquelles les causes génétiques des mégalencéphalies restent 

e o e t s peu d fi ies ie t du fait u’elles so t et ou es f ue e t asso i es a e  d’aut es 

malformations. En effet, les mégalencéphalies sont par exemple retrouvées en combinaison avec 

d’aut es d fauts du d eloppe e t da s des syndromes tels que  macrocéphalie – malformation 

capillaire (MCAP) et mégalencéphalie-polymicrogyrie-polydactylie postaxiale-hydrocéphalie (MPPH) 

(Mirzaa et al., 2012). Cepe da t des a a es o t t  alis es e e t suite à l’ide tifi atio  de 

mutations somatiques dans les membres de la voie PI3K-AKT-mTOR chez des patients atteints 

d’h i gale phalie (Lee et al., 2012a; Poduri et al., 2012; Rivière et al., 2012) (Figure 56). 

L’h i gale phalie pa fois o e gale phalie d splasi ue  est a a t is e pa  u e 

croissance excessive de seulement un des deux hémisphères du cerveau et est responsable 

d’ pilepsies s es.  
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Figure 56 : Protéines de la voie PI3K-AKT-mTOR identifiées dans les malformations du développement cortical. 

Schéma représentatif des principales protéines de la voie PI3K-AKT-mTOR. Les protéines mTOR (faisant parties du complexe 
mTORC1 et mTORC2), AKT et les sous-unités de PI3K, PIK3R2 et PIK3CA, sont codées par des gènes impliqués dans des 
hémimégalencéphalies et sont colorées en rouge. Les protéines TSC1 et TSC2 sont codées par des gènes impliqués dans la 
sclérose tubéreuse complexe (le cerveau présente un phénotype comparable à des dysplasies corticales focales) et sont 
indiquées en orange tandis que la protéine PTEN dont le gène a été identifié dans un cas de dysplasie corticale focale, est 
indiquée en verte. 

 

3. Anomalies de la gyration corticale 

3.1 Lissencéphalie classique et hétérotopie laminaire sous-corticale  

Les lissencéphalies incluent un spectre de malformations caractérisées par une absence de la gyration 

(agyrie), une diminution de la gyration (pachygyrie) ou des hétérotopies laminaires sous-corticales 

(présence de neurones hétérotopiques en organisation laminaire entre le cortex et les ventricules 

lat au . Ces alfo atio s so t e o aissa les pa  l’aspe t lisse du e eau et l’aug e tatio  de 

l’ paisseu  du o te  ui est aus e pa  u  d faut de la ig atio  eu o ale sulta t e  une 

désorganisation au sein du cortex et une perte de la structure laminaire. Il y a 20 ans, le gène LIS1 fut 

le premier gène impliqué dans les lissencéphalies puis 5 ans plus tard le gène DCX fut identifié et la 

majorité des cas de lissencéphalies a été attribuée à des mutations dans ces deux gènes codant pour 

des protéines de régulation du cytosquelette de microtubules (Gleeson et al., 1998; Pilz et al., 1998; 

Des Portes et al., 1998; Reiner et al., 1993). Plus récemment, les gènes codant pour TUBA1A, KIF2A, 

TUBG1 et DYNC1H1 ont également été identifiés chez des patients présentant un large spectre de 
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lisse phalies e fo ça t da a tage l’i po ta e du seau de i otu ules et de ses p ot i es 

associées dans le processus de migration neuronale et dans la pathogenèse des lissencéphalies (Keays 

et al., 2007; Poirier et al., 2013).  

 

3.2 Polymicrogyrie  

Les polymicrogyries sont caractérisées par une surface corticale irrégulière et un nombre excessif de 

petits gyri partiellement fusionnés et séparés par des sillons peu profonds. Résumer les causes à 

l'origine des polymicrogyries reste difficile du fait qu'elles sont généralement identifiées dans des cas 

de MDC complexes et donc associées à d'autres malformations telles que des microcéphalies. Cette 

difficulté est encore renforcée par l'existence de causes non génétiques à l'apparition de 

polymicrogyries (Squier and Jansen, 2014). Du fait de cette complexité phénotypique, les causes 

génétiques et les mécanismes physiopathologiques responsables de polymicrogyries restent encore 

très peu clairs. Les polymicrogyries sont de plus en plus décrites comme secondaires à une anomalie 

de l'attachement basal des processus des cellules gliales radiaires et de l'intégrité de la membrane 

piale comme c'est le cas pour des mutations dans les gènes TUBB2B et GPR56 (Jaglin and Chelly, 2009; 

Jaglin et al., 2009; Piao et al., 2004). A tit e d'e e ple, l'a al se a apathologi ue d'u  as fœtal a e  

une mutation dans le gène GPR56, codant pour un récepteur transmembranaire qui interagit avec la 

matrice extracellulaire et qui a un rôle dans l'adhésion cellulaire, a montré des brèches dans la 

e a e asale ai si u’u e d gulatio  de l'atta he e t asal des fi es des cellules gliales 

radiaires (Bahi-Buisson et al., 2010). Cette caractérisation des polymicrogyries comme étant 

secondaires à des anomalies de la membrane piale restent débattue du fait que des classifications 

attribuent ce phénotype à des malformations de type lissencéphalies pavimenteuses (Barkovich et al., 

2012). 

 

4. Ectopies 

4.1 Lissencéphalie de type II ou pavimenteuse  

Les lissencéphalies pavimenteuses sont caractérisées par un aspect granuleux de la surface cérébrale 

et une réduction plus ou moins importante de la gyration. La physiopathologie des lissencéphalies 

pa i e teuses s’e pli ue pa  u e pe tu atio  de l’atta hement basal des pieds de la glie radiaire au 

niveau de la matrice extracellulaire entrainant ainsi la fragmentation de la membrane basale et une 

ig atio  e essi e des eu o es o ti au  da s l’espa e i g  (Devisme et al., 2012). Ces 

lissencéphalies s'observent souvent dans des syndromes comprenant des anomalies oculaires, des 
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dystrophies musculaires et des dysplasies du cervelet. Malgré ce large spectre de phénotypes, les 

études génétiques humaines ont permis de montrer que les lissencéphalies pavimenteuses étaient 

li es à des utatio s da s des g es oda t pou  des p ot i es i pli u es da s l’atta he e t des 

ellules gliales adiai es à la e a e asale ou da s la gl os latio  de l’α-dystroglycane, ce qui est 

fondamental pou  l’a o hage du o ple e de la d st ophi e à la at i e e t a ellulai e (van 

Reeuwijk et al., 2005; Roscioli et al., 2012). Six gènes majeurs (POMT1, POMT2, POMGnT1, FKRP, 

LARGE, FKTN) ont été identifiés dans les lissencéphalies pavimenteuses avec une fonction de 

glycosyltransférase démontrée ou suggérée (Hewitt, 2009). Par ailleurs, il est intéressant de 

mentionner que des mutations dans le gène LAMB1 ont été associées à des lissencéphalies 

pavimenteuses (Radmanesh et al., 2013). LAMB1 code pour la sous-unité beta-1 de la laminine, qui est 

la glycoprotéine majeure de la matrice extracellulaire de la membrane basale et qui est impliquée dans 

l’atta he e t du p o essus asal de la glie radiaire. 

 

4.2 Hétérotopie nodulaire périventriculaire 

Contrairement aux lissencéphalies pavimenteuses, dans les hétérotopies nodulaires périventriculaires 

HNP  les eu o es so t i apa les d’e t ep e d e leu  p o essus de ig atio  eu o ale, e ui 

e t ai e l’a u ulatio  d’u  g a d o e de eu o es à p oximité de la zone ventriculaire. Au 

i eau des i age ies ales, ette a u ulatio  de eu o es se t aduit pa  l’o se atio  de 

nodules de substance grise longeant les ventricules latéraux. De manière intéressante, la plupart du 

cortex apparait le plus sou e t o al et les patie ts po teu s d’h t otopies p se te t 

principalement des épilepsies sans altération majeure des fonctions cognitives. Cependant, les HNP 

apparaissent dans de nombreux cas dans des syndromes polymalformatifs complexes avec par 

exemple des microcéphalies associées (Parrini et al., 2006). Les altérations génétiques les plus 

fréquentes liées à des HNP sont retrouvées dans le gène FLNA (codant pour la Filamin A) (Fox et al., 

1998; Parrini et al., 2006; Sheen et al., 2001). C’est pou uoi les HNP so t g ale e t lass es da s 

les MDC se o dai es à des a o alies de la ig atio  eu o ale ui p o ie e t d’u  d faut da s le 

e odelage du tos uelette d’a tine dans les neurones en migration (Barkovich et al., 2012). 

Cependant, une étude de Ferland et coll a suggéré que la for atio  des HNP p o ie t d’u e oie 

i pli ua t la d gulatio  du t afi  si ulai e e a t à u e alt atio  de l’adh sio  i te ellulai e et 

la pe te de l’i t g it  du eu o phit liu  (Ferland et al., 2009). En effet, la Filamin A est connue pour 

s’asso ie  de a i e d a i ue a e  la e a e de l’appa eil de Golgi et ai si gule  le t afi  

endosomal (Ikonen et al., 1997; Liu et al., 1997). Ce phénotype a été consolidé par une étude récente 

o t a t ue la d so ga isatio  de l’atta he e t api al des ellules gliales adiai es est la p i ipale 

cause de la pathogenèse des HNP associées à des mutations dans FLNA (Carabalona et al., 2012). De 
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manière cohérente, la perte de fonction chez la souris de MEKK4 (Mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase 4), un régulateur de la phosphorylation de Filamin A, entraine un phénotype similaire 

(Sarkisian et al., 2006). Ces observations ont ainsi permis de clarifier pourquoi des mutations dans 

ARFGEF2 sont retrouvées chez des patients présentant des HNP (Sheen et al. 2004). ARFGEF2 (ADP-

ribosylation factor guanine exchange factor 2), qui code pour la protéine BIG2, joue un rôle important 

da s le t afi  si ulai e du Golgi e s la e a e plas i ue. L’i hi itio  de BIG  alt e la 

localisation membranaire des protéines des jonctions adhérentes, la E- adh i e et la β-caténine, en 

pe tu a t leu  t a spo t du Golgi e s la e a e plas i ue, e ui est à l’o igi e de la fo atio  

de HNP (Sheen et al., 2004; Zhang et al., 2012, 2013b). De plus, étant donné que la Filamin-A peut 

interagir avec ARFGEF2, e o ple e pou ait gule  l’e o tose si ulai e du Golgi e s la 

membrane plasmique (Zhang et al. 2012). En parallèle, il est également intéressant de mentionner que 

des mutations dans les gènes codant pour les protocadhérines FAT4 et DCHS1 sont retrouvées chez 

des patients présentant un syndrome de Van Maldergem, qui est un syndrome de malformations 

multiples incluant des HNP (Cappello et al., 2013). En particulier, la protéine Fat4 se localise au niveau 

des jonctions adhérentes apicales des progéniteurs neuronaux chez la souris, où elle régule 

l’o ga isatio  de la e a e api ale, fa o ise l’a u ulatio  de l’a ti e au i eau des jo tio s 

apicales et régule ainsi la prolifération des progéniteurs (Badouel et al., 2015; Ishiuchi et al., 2009). 

L’e se le de es sultats soulig e t do  l’i po ta e des fo tio s oo do es de l’a ti e et du 

t afi  si ulai e da s l’adh sio  ellulai e au i eau de la gio  api ale de la zo e e t i ulai e et 

finalement dans la pathogenèse des HNP. 
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Figure 57 : Schéma récapitulatif des gènes impliqués dans les malformations du développement cortical selon les 

mécanismes cellulaires altérés et les phénotypes associés. 
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RESULTATS 
 

Au ou s de es t a au  de th se, j’ai d’a o d pa ti ip  à d o t e  l’i pli atio  des g es DYNC1H1, 

KIF5C, KIF2A et TUBG1 dans un large spectre de MDC souvent associées à des microcéphalies. Ces 

do es o t pe is de e fo e  l’i po ta e du e t oso e et des p ot i es li es au  i otu ules 

dans le développement cortical et ont suggéré que les processus mitotiques et post-mitotiques 

dépendants des microtubules contribuent à la pathogenèse des MDC. Ces travaux ont été publiés dans 

Nature Genetics en 2013 (Poirier et al. 2013). 

A la suite de cette étude, mes travaux de thèse se sont répartis en deux projets majeurs. 

Le premier projet a consisté à mieux comprendre les conséquences cellulaires et 

neurodéveloppementales qui résultent de mutations dans le gène codant pour la kinésine KIF2A 

retrouvées chez des patients présentant des MDC. Ces données so t p se t es sous fo e d’u  

article en cours de rédaction. 

Pa all le e t à es tudes, os e plo atio s g ti ues o t pe is d’ide tifie  des utatio s da s le 

domaine HECT de la E3 ubiquitine ligase NEDD4L en association avec des hétérotopies nodulaires 

périventriculaires. Mes travaux ont permis de définir les conséquences cellulaires associées à ces 

diff e tes utatio s et l’i pli atio  de NEDD L da s le d eloppe e t o ti al pa  l’app o he de 

l’ le t opo atio  in utero chez la souris. Ces résultats o t fait l’o jet d’u e pu li atio  da s Natu e 

Ge eti s e   et so t p se t s da s l’a ti le  B oi  et al. . 

 

E fi , j’ai gale e t o t i u  au  e plo atio s du ôle de la β-tubuline TUBB3 dans le développement 

cortical dans le but de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques des MDC associées à 

des mutations dans TUBB3. Cet article publié dans Human Molecular Genetics en 2014 est présenté 

da s l’a ti le a e e  “aillou  et al. . 
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Article 1 : 

 

 

 

Des mutations dans les gènes TUBG1, DYNC1H1, KIF5C et KIF2A sont 

responsables de malformations du développement cortical et de 

microcéphalies 
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A RT I C L E S

The formation of the complex architecture of the mammalian brain 

requires coordinated timing of proliferation, migration and layer-

ing, as well as differentiation of distinct neuronal populations1,2. 

Substantial insights into these developmental processes have emerged 

through genetic and neurobiological investigations of the mechanisms 

underlying disorders of cortical development. These disorders include 

lissencephaly, pachygyria, polymicrogyria and microcephaly3–7. Many 

of these disorders are associated with severe intellectual disability and 

epilepsy, and they have traditionally been classified on the basis of 

which biological process (proliferation, migration or cortical organi-

zation) is likely to be affected5.

Genetic studies in humans and mice have identified a spectrum of 

mutations in genes involved in an array of crucial processes that often 

disrupt the development of the cerebral cortex and can lead to severe 

cortical malformations. Aside from genes such as ARX and WDR62 

(reviewed in ref. 5), the more predominant importance of genes encod-

ing cytoskeletal proteins has become evident. For example, mutations 

in DCX and PAFAH1B1 (also known as LIS1), both of which encode 

proteins involved in microtubule homeostasis, are associated with a 

large spectrum of neuronal migration disorders (reviewed in ref. 3). 

More recently, new syndromes have been described that are associated 

with mutations in α- or β-tubulin–encoding genes such as TUBA1A, 

Mutations in TUBG1, DYNC1H1, KIF5C and KIF2A 
cause malformations of cortical development and 
microcephaly

Karine Poirier1,2, Nicolas Lebrun1,2, Loic Broix1,2,23, Guoling Tian3,23, Yoann Saillour1,2, Cécile Boscheron4, 
Elena Parrini5,6, Stephanie Valence1,2, Benjamin Saint Pierre1,2, Madison Oger1,2, Didier Lacombe7,  
David Geneviève8, Elena Fontana9, Franscesca Darra9, Claude Cances10, Magalie Barth11,12,  
Dominique Bonneau11,12, Bernardo Dalla Bernadina9, Sylvie N’Guyen13, Cyril Gitiaux1,2,14, Philippe Parent15, 
Vincent des Portes16, Jean Michel Pedespan17, Victoire Legrez18, Laetitia Castelnau-Ptakine1,2,  
Patrick Nitschke19, Thierry Hieu19, Cecile Masson19, Diana Zelenika20, Annie Andrieux4, Fiona Francis21,22, 
Renzo Guerrini5,6, Nicholas J Cowan3, Nadia Bahi-Buisson1,2,14,24 & Jamel Chelly1,2,24

The genetic causes of malformations of cortical development (MCD) remain largely unknown. Here we report the discovery 
of multiple pathogenic missense mutations in TUBG1, DYNC1H1 and KIF2A, as well as a single germline mosaic mutation in 
KIF5C, in subjects with MCD. We found a frequent recurrence of mutations in DYNC1H1, implying that this gene is a major locus 
for unexplained MCD. We further show that the mutations in KIF5C, KIF2A and DYNC1H1 affect ATP hydrolysis, productive 
protein folding and microtubule binding, respectively. In addition, we show that suppression of mouse Tubg1 expression in vivo 
interferes with proper neuronal migration, whereas expression of altered g-tubulin proteins in Saccharomyces cerevisiae disrupts 
normal microtubule behavior. Our data reinforce the importance of centrosomal and microtubule-related proteins in cortical 
development and strongly suggest that microtubule-dependent mitotic and postmitotic processes are major contributors to the 
pathogenesis of MCD.
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TUBB2B, TUBB3 and TUBB5 (also called TUBB). These tubulin-

related cortical dysgeneses are thought to involve a combination of 

abnormal neuronal proliferation, migration, differentiation and axonal 

guidance8–10. The vanishing boundaries between disorders of neuro-

nal migration, cortical organization and proliferation have been high-

lighted by the recent identification of mutations in WDR62 and their 

implication in a large spectrum of malformations, including pachy-

gyria, lissencephaly, polymicrogyria, schizencephaly, and hippocampal 

and cerebellar abnormalities11,12. These findings, together with genetic 

and functional data, support the hypothesis that MCD-related genes 

are involved at multiple developmental stages and that proliferation 

and migration are genetically and functionally interdependent.

Sporadic, unexplained cases of MCD are by far the most common 

instances of these disorders, and identification of causative mutations 

remains a challenging task, in part because many result from de novo 

mutations (reviewed in ref. 13). To extend the spectrum of genes iden-

tified as being involved in MCD, we used a whole-exome sequencing 

(WES) approach and focused on variants in candidate genes encoding 

centrosomal and microtubule-related proteins.

RESULTS
Subgroups of individuals with MCD analyzed by WES
We selected 16 individuals with either lissencephaly or pachygyria  

(6 cases) or polymicrogyria (10 cases) associated with one of the fol-

lowing features: microcephaly (head circumferences more than 2–3 s.d.  

below the mean for age), dysgenesis of the cerebellum, brainstem 

or basal ganglia, or agenesis or dysgenesis of the corpus callosum 

(Supplementary Table 1). Supplementary Figure 1 highlights the 

overall experimental workflow for detecting and prioritizing sequence 

variants and validation of the MCD-related genes detailed below. All 

families had a single affected member (sporadic cases), except one 

family, in which MCD was diagnosed in four individuals (family  

P20; Fig. 1a). For all subjects, mutations in known MCD genes 

(PAFAH1B1, DCX, TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 and GPR56) and 

pathogenic copy-number variations had been previously excluded.

We applied WES methodology and, in line with previous stud-

ies14,15, identified approximately 21,500 variants affecting essential 

splicing sites and coding regions in each subject. After applying variant 

filtering using available genomic databases (dbSNP, 1000 Genomes, 

Exome Variant Server and a local Paris Descartes Bioinformatics 

platform database) and excluding all variants with a frequency 

greater than 1%, we identified an average of 390 variants per subject 

(Supplementary Table 2).

A germline mosaic KIF5C mutation
At first glance, in family P20 (Fig. 1a), which includes four affected 

boys with severe MCD and microcephaly, the apparent transmission 

of the recurrent phenotype through the mother suggested the seg-

regation of an X-linked disorder in this family. However, we found 

no linkage between the disease and a large set of X-linked markers 

(Supplementary Fig. 2a,b). Exclusion of the X chromosome and the 

unlikely possibility of autosomal-recessive inheritance (because of its 

occurrence even when the progenitor father was different) led us to 

consider a mosaic germline mutation in the mother. We therefore per-

formed WES (using DNA from patient III-1; Fig. 1a) and genome-wide 

SNP genotyping using a high-density microarray (Online Methods)  
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Figure 1 Severe MCD resulting from a  

germline mosaic mutation in KIF5C and  

analysis of mutant KIF5C ATPase activity  

and cellular localization. (a) Pedigree of  

the P20 family with four affected male  

individuals showing severe MCD  

(Supplementary Fig. 3d). (b) Linear  

schematic representation of KIF5C  

showing the position of the altered residue.  

MTBD, microtubule binding domain. (c) Three- 

dimensional model of the rat kinesin dimer  

(generated by PyMOL (PDB 3KIN)) showing the  

location of the p.Glu237Val alteration (red) at  

the motor domain surface. (d) Microtubule  

binding assay of recombinant wild-type and  

mutant KIF5C proteins. Top, an analysis of  

sedimented microtubules by SDS-PAGE (as loading  

controls); bottom, autoradiographs of the same gels. Note that the p.Glu237Val alteration does not appreciably affect the ability of the protein to bind 

to microtubules. Fold KIF indicates the relative concentration of added KIF protein in the assay, where 1 refers to a molar ratio of 1:1,000 of KIF5 

with respect to tubulin. (e) Kinetics of microtubule-dependent ATP hydrolysis by wild-type and mutant KIF5C proteins. The production of inorganic 

phosphate was measured kinetically in reactions containing taxol-stabilized microtubules, an equal amount of purified recombinant KIF5C protein 

and ATP using the malachite green colorimetric reaction. Diamonds and crosses represent wild-type and mutant (p.Glu237Val) proteins, respectively. 

Each time point represents the average of six experiments ± s.d. Note the complete absence of detectable ATP hydrolysis for the p.Glu237Val 

mutant protein. A630, absorbance at 630 nm. (f) Subcellular localization of transfected wild-type and p.Glu237Val mutant KIF5C in COS-7 cells. 

KIF5C immunostaining (green) shows a diffuse cytoplasmic distribution of wild-type KIF5C with enrichment, visualized as fluorescent puncta, along 

microtubules and in cortical regions of the cell, whereas mutant KIF5C heavily colocalizes with and decorates microtubules (identified by α-tubulin 

labeling, shown in red) throughout the cell but does not appear as puncta or accumulate in cortical clusters. DAPI was used as a counterstain to 

highlight nuclei. Scale bar, 20 µm.

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3KIN
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of the affected family members and their mother to identify shared 

segments transmitted by the mother (Supplementary Table 3). 

Among the shared genomic regions, we found a 44-Mb region on 

chromosome 2 (Supplementary Fig. 2c,d) harboring a missense  

variant (c.710A>T, p.Glu237Val) in KIF5C, encoding kinesin 5C  

(Table 1). We tested the segregation of this variant in the fam-

ily and found it to be present in all affected individuals but absent 

from the mother’s DNA (derived from blood) and the healthy son 

(Supplementary Fig. 2d,e). Also, in the case of the fetus correspond-

ing to the most recent medical abortion of the mother’s pregnancy, 

we tested expression of KIF5C alleles by RT-PCR using total RNA 

extracted from brain and lung and found that both alleles were 

expressed to the same extent (Supplementary Fig. 3a). Taken together 

these data are consistent with a KIF5C germline mosaic mutation as 

the probable cause of the disease phenotype in the P20 family.

KIF5C encodes a member of the kinesin superfamily of proteins, 

most of which are ATP-dependent molecular motors involved in 

intracellular transport along microtubules16. The p.Glu237Val vari-

ant is located in the microtubule-interacting domain (Fig. 1b), and 

three-dimensional modeling shows the surface location of this resi-

due within the motor domain (Fig. 1c). The p.Glu237Val alteration 

might be expected to affect conformational changes of the switch II  

loop, which is required for microtubule-dependent activation of  

the motor16.

To assess the consequences of the mutation on KIF5C func-

tion, we expressed and purified the motor domains of both wild-

type and mutant KIF5C as recombinant proteins in Escherichia coli 

(Supplementary Fig. 3b). The mutant protein behaved as a native 

species in gel filtration (Supplementary Fig. 3c), eliminating the pos-

sibility that the mutation might result in a completely misfolded or 

aggregated protein. We first compared the abilities of the wild-type 

and mutant proteins to bind to microtubules and found no marked 

difference (Fig. 1d). However, when we measured the ability of each 

protein to hydrolyze ATP in a microtubule-dependent assay, we 

found a complete absence of measurable hydrolysis for the mutant 

protein (Fig. 1e). This finding is consistent with the location of the 

altered residue in the crystal structure, as well as with the deleterious 

effect of the mutation in the severe MCD diagnosed in the P20 family 

(Supplementary Fig. 3d).

To test the in vivo consequences of the p.Glu237Val alteration, 

we expressed wild-type and mutant KIF5C proteins by transfection 

in COS-7 cells and compared their distribution and localization by 

double-label immunofluorescence. As previously reported17, we 

found a diffuse cytoplasmic distribution of wild-type KIF5C with an 

enrichment, visualized as fluorescent puncta, along microtubules and 

in cortical regions of the cell (Fig. 1f and Supplementary Fig. 3e).  

In contrast, we found that mutant KIF5C heavily colocalizes with and 

decorates microtubules throughout the cell but does not appear as 

puncta or accumulate in cortical clusters (Fig. 1f and Supplementary 

Fig. 3e). This result is consistent with the loss of ATPase activity 

shown by the in vitro assay and is also in agreement with earlier work 

on a nonmotile mutant Kif5c (p.Thr93Asn) that binds to microtubules 

but inhibits ATP hydrolysis18. For the mutation identified in this fam-

ily, both KIF5C alleles are expressed. In common with most kinesins, 

KIF5C functions as a tetramer consisting of two heavy chains and two 

light chains. It is therefore possible that mutant KIF5C could titrate 

out the wild-type isoform and exert a dominant-negative effect.

Mutations in KIF2A
The identification of a mutation in KIF5C prompted us to screen 

this gene in a cohort of 162 individuals affected by various MCDs 

(Online Methods) and analyze all other variants in kinesin genes 

identified by WES and not reported in existing databases. Among 15 

heterozygous variants, we found a single de novo missense change in 

KIF2A (c.961C>G, p.His321Asp) in a female subject (P462; Table 1) 

with frontal band heterotopia and posterior predominant pachygyria, 

severe congenital microcephaly and neonatal onset seizures (Fig. 2a,b, 

Table 1 and Supplementary Tables 1 and 4). We then screened KIF2A 

(coding exons and their flanking sequences) in the same follow-up 

cohort and identified a second de novo missense variant in KIF2A 

(c.950G>A, p.Ser317Asn) (Table 1 and Fig. 2a,b) in a girl affected  

by congenital microcephaly and posterior predominant pachygyria 

(P147; Fig. 2a and Supplementary Table 4).

KIF2A is a member of the M-kinesins (kinesin-13 family), in which 

the motor domain is located in the middle of the protein (Fig. 2b). 

Rather than a direct involvement in microtubule-based motility, 

KIF2A functions by driving the ATP-dependent depolymerization of 

microtubules19. In addition to a potential deleterious effect predicted 

by the PolyPhen-2 and SIFT algorithms20,21 (Supplementary Table 5),  

inspection of the protein structure (Protein Data Bank (PDB) 2GRY; 

Fig. 2c) showed that both conserved residues Ser317 and His321 are 

located around the nucleotide binding pocket, suggesting that the 

ability of KIF2A mutants to bind and/or hydrolyze ATP is probably 

impaired. To investigate this possibility, we expressed the wild-type 

and mutant ATP-binding domains (residues 126–526) in E. coli as 

recombinant C-terminally hexahistidine (His6)-tagged proteins. 

We found that the wild-type protein was present as a conspicuous 

Coomassie-stained band in soluble extracts of host cells (Fig. 2d). 

However, the two mutant proteins expressed in parallel soluble extracts 

were not convincingly identifiable; indeed, after affinity purification 

the mutant KIF2A proteins were recovered at substantially reduced 

amounts compared to the wild-type control protein and were present 

instead in higher amounts (relative to the wild-type control) in the 

insoluble fraction after host-cell lysis (Fig. 2d). These data imply that 

the mutations lead to substantially reduced solubility as a result of 

misfolding and therefore result at a minimum in a reduced yield of 

functional protein. We also transfected constructs engineered for the 

expression of these KIF2A mutations into COS-7 and human fibro-

blast cells and analyzed them by immunofluorescence. We consistently 

found that both overexpressed mutant KIF2A proteins (p.His321Asp 

and p.Ser317Asn) had abnormal cellular localization (Fig. 2e and 

Supplementary Fig. 4a). We also examined endogenous mutant 

Table 1 Summary of KIF5C, KIF2A, TUBG1 and DYNC1H1 

mutations

Patient Gene cDNA variation Protein variation Transmission

P20 KIF5C c.710A>T p.Glu237Val Maternal 

mosaicism

P462 KIF2A c.961C>G p.His321Asp De novo

P147 KIF2A c.950G>A p.Ser317Asn De novo

P367 TUBG1 c.1160T>C p.Leu387Pro De novo

P388 TUBG1 c.275A>G p.Tyr92Cys De novo

P478 TUBG1 c.991A>C p.Thr331Pro Father’s DNA 

unavailable

P144 DYNC1H1 c.del1976–1987 p.del659–662 De novo

P582 DYNC1H1 c.386A>T p.Lys129Ile De novo

P122 DYNC1H1 c.10008G>T p.Lys3336Asn De novo

P217 DYNC1H1 c.10151G>A p.Arg3384Gln De novo

P398 DYNC1H1 c.4700G>A p.Arg1567Gln De novo

P535 DYNC1H1 c.10031G>A p.Arg3344Gln De novo

360J DYNC1H1 c.5884C>T p.Arg1962Cys De novo

346D DYNC1H1 c.9722A>C p.Lys3241Thr Familial

574C DYNC1H1 c.10031G>A p.Arg3344Gln De novo

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2GRY
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KIF2A in fibroblasts derived from the subject bearing the c.961C>G 

(p.His321Asp) mutation and found similar results (Fig. 2f).

In view of the fact that both KIF2A alleles are expressed in patient 

fibroblasts (Supplementary Fig. 4b) and the KIF2A molecule func-

tions as a dimer22, our in vitro and in vivo data are consistent with a 

dominant-negative effect of these mutations.

Recurrent mutations in DYNC1H1 and TUBG1
We searched for the recurrence of mutations in the same gene in 

unrelated subjects with similar phenotypes and identified two variants 

in DYNC1H1 (P122 and P398; Table 1, Fig. 3 and Supplementary 

Table 4) and two others in TUBG1 (P367 and P388; Table 1, Fig. 4 

and Supplementary Table 4). The de novo mutations in DYNC1H1 

were present in subjects with complex MCD from group A, whereas 

those in TUBG1 occurred in two subjects with MCD from group B 

(Supplementary Table 1). Because of the large spectrum of MCDs 

associated with mutations in genes such as WDR62, TUBA1A and 

TUBB2B11,12,23, we analyzed all variants detected in DYNC1H1 or 

TUBG1 in either group and identified (and confirmed) one additional 

de novo variant in DYNC1H1 in a subject from group B (P217; Table 1 

and Fig. 3a). To confirm the involvement of DYNC1H1 and TUBG1 in 

complex MCD, we screened coding exons in TUBG1 and DYNC1H1 

in the cohort of 162 subjects with MCD. Consistent with our exome 

sequencing findings, we identified six additional DYNC1H1 mutations 

(Table 1 and Supplementary Table 5). The discovery of the same 

mutation (encoding p.Arg3344Gln) in two unrelated subjects with a 

similar phenotype strongly supports the involvement of DYNC1H1 

in MCD. For TUBG1, the screening identified one additional muta-

tion (P478; Table 1 and Fig. 4a). Whenever it was possible, an analy-

sis of parental DNAs demonstrated the de novo occurrence of these 

mutations, with the exception of the DYNC1H1 variant encoding 

p.Lys3241Thr, which we identified as being associated with a familial 

form of MCD (Table 1 and Supplementary Fig. 5). Consistent with a 

pathogenic effect, interspecies sequence comparison and prediction 

showed a high degree of conservation and potential deleterious effects 

of all residues involved (Supplementary Table 5).

Figure 2 Mutations in KIF2A cause posterior 

predominant agyria or pachygyria and 

compromise productive folding and cellular 

localization. (a) Brain MRI scans of subjects 

with KIF2A mutations. Shown are representative 

T1-sagittal (first row), T2-axial (second row)  

and T2-coronal (third row) MRI scans  

performed at 5 weeks in patient P147 (left)  

and at 3 weeks in patient P462 (right).  

Patient P147 shows posterior predominant 

pachygyria with a thick cortex and a  

thin corpus callosum. Patient P462 has 

posterior predominant pachygyria with 

subcortical band heterotopias (arrows) and 

a thin corpus callosum. (b,c) Linear (b) and 

three-dimensional ribbon (c) (PDB 2GRY) 

representations of the KIF2A polypeptide 

showing the position of the two heterozygous 

MCD-associated alterations (shown in red and 

pink) near the nucleotide binding site (shown  

in orange). (d) Folding of KIF2A. Wild-type  

and mutant (p.Ser317Asn, p.His321Asp) 

forms of the KIF2A nucleotide binding domain 

(residues 126–526) were expressed in E. coli  

as recombinant C-terminally His6-tagged 

proteins. Soluble extracts of host cells, the 

insoluble (particulate) fraction and products 

that either did not bind (nonbinding) or bound 

and eluted (eluted) from columns of solid 

phase–bound Co2+ were analyzed by SDS-

PAGE and (for the affinity purified material) 

by protein blotting with a His6 antibody. 

The arrows identify the recombinant KIF2A 

nucleotide binding domain. The locations of 

molecular mass markers are shown at left. 

(e,f) Immunofluorescence staining of KIF2A 

(green) and α-tubulin (red) in either COS-7 

cells transfected with wild-type or mutant 

(p.Ser317Asn and p.His321Asp) KIF2A cDNA 

constructs (e) or wild-type and p.His321Asp 

patient-derived fibroblasts (f). Note that instead 

of the expected diffuse punctiform cytoplasmic 

and nuclear distribution (as observed for 

wild-type KIF2A), KIF2A mutants showed a 

predominant colocalization with and decoration of microtubules. In cells expressing high levels of mutant forms of KIF2A, the decorated microtubule 

network is located mainly in the central region of the cells and around the nucleus with a disorganized and bundled appearance of microtubules.  

The nuclear distribution is also disrupted, and in both mutants, the nucleus is free of KIF2A. A similar altered distribution of KIF2A is evident in 

patient-derived fibroblasts. Scale bars (e,f), 20 µm.
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Functional effects of DYNC1H1 mutations
Among the 11 individuals (8 sporadic cases plus 2 brothers and their 

mother) with DYNC1H1 mutations reported here, re-examination of 

magnetic resonance imaging (MRI) scans identified a wide range of 

brain malformations (Fig. 3b and Supplementary Table 4). Because 

DYNC1H1 mutations have been reported in families with dominant 

peripheral neuropathy and an axonal (type 2) form of Charcot- 

Marie-Tooth disease24,25, we re-evaluated our patients and found clear 

clinical evidence of peripheral neuropathy in three cases. We further 

confirmed this in one subject by nerve conduction studies.

The DYNC1H1 (cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1) protein is 

a large (>530 kDa) crucial subunit of the cytoplasmic dynein com-

plex26,27. The C-terminal region (residues 1846–4646) is the motor 

domain complex; it is arranged as a heptameric ring with seven AAA 

domains and a stalk from which protrudes a microtubule-binding 

domain26. Notably, six out of the eight mutations we identified in indi-

viduals with MCD are located either in the stalk domain, in AAA1 or 

in the linker region; the remaining two are in the tail domain (Fig. 3a). 

One of these latter mutations is located outside of the homodimer-

ization domain, whereas the second (leading to a deletion of four 

residues) is located in a region that is required for binding of the  

associated light chains DYNC1L and DYNC1LI (Fig. 3a). Homology 

modeling of the DYNC1H1 alterations showed that three are 

located on the surface of the microtubule binding domain (Fig. 3c).  

Previous in vitro experiments have shown that a nearby alteration 

(p.Arg3384Pro) weakens microtubule binding26 (the residue is  

referenced as R3382 in the previous work).

We evaluated the effect of two of our newly discovered DYNC1H1  

mutations on microtubule binding. Wild-type and mutant (p.Lys3336Asn  

and p.Arg3384Gln) sequences containing the DYNC1H1 microtu-

bule binding domain were fused with the antiparallel coiled-coil side 

arm contained in the native structure of seryl–transfer RNA (tRNA) 

synthetase27 as C-terminally His6-tagged proteins. This chimeric 

arrangement fixes the alignment of the two strands of the coiled-coil 

arm in their native conformation such that their registry results in 

a relatively high microtubule binding affinity26. We expressed the 
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Figure 3 Spectrum of MCD associated with 

mutations in DYNC1H1 and analysis of 

the ability of mutant DYNC1H1 to bind to 

microtubules. (a) Schematic representation  

of DYNC1H1 protein showing the positions  

of alterations causing MCD. (b) Brain MRI  

scans showing the phenotypic spectrum 

associated with DYNC1H1 mutations. Top 

row, axial T1-weighted images from patient 

P122 showing diffuse coarse polymicrogyria, 

which is most prominent in the perisylvian 

region (arrowhead). In the frontal regions, 

polymicrogyria has the appearance of a 

dysmorphic cortex (asterisks). The sagittal  

T2-weighted section shows a dysmorphic  

thick corpus callosum and hypoplasic 

brainstem. Second row, axial T1-weighted 

images from patient P535 showing a 

simplified gyral pattern on both frontal regions 

(arrowheads), large and dysmorphic basal 

ganglia and parieto-occipital pachygyria 

(asterisks). The sagittal T1-weighted image 

shows a thick and dysmorphic corpus 

callosum. Third row, axial T1-weighted images 

from patient P398 showing bilateral frontal 

polymicrogyria (asterisks) with multiple 

small gyri giving an appearance of delicate 

polymicrogyria. (c) Illustration of the structure 

of the DYNC1H1 MTBD (ellipses) and the  

distal portion of the coiled-coil stalk of  

mouse cytoplasmic dynein as a fusion with 

seryl-tRNA synthetase (SRS; solid circle) 

from Thermus thermophilus (PDB 3ERR). 

The illustration shows the surface location on 

the MTBD of the alterations p.Lys3336Asn, 

p.Arg3344Gln and p.Arg3384Gln. (d) Effect 

of dynein heavy chain mutations on binding to 

microtubules. Left, Coomassie stain of purified 
35S-labeled wild-type and mutant seryl-tRNA 

synthetase–DYNC1H1 MTBD fusion proteins 

analyzed by SDS-PAGE. Right, purified labeled 

recombinant proteins (as shown on the left) 

were tested for their ability to co-sediment 

through sucrose cushions either in the presence 

(+Tub) or absence (−Tub) of taxol-polymerized 

microtubules. Labeled material (DYN, seryl-tRNA synthetase–DYNC1H1 MTBD fusion proteins) contained in the supernatants (S) and pellets (P) was 

analyzed by SDS-PAGE. Note that for the mutant proteins, the amount of label sedimenting with microtubules was reduced to a level close to that 

present in control reactions done without added tubulin.

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3ERR
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recombinant proteins in E. coli, affinity purified them and tested  

their ability to co-sediment with taxol-polymerized microtubules 

through sucrose cushions. This experiment showed a substantial 

reduction in the microtubule binding affinity of both the p.Lys3336Asn 

and p.Arg3384Gln mutants compared to the wild-type control  

protein (Fig. 3d).

Functional effects of TUBG1 mutations
Two subjects with TUBG1 mutations (P367, c.1160T>C, p.Leu387Pro; 

and P388, c.275A>G, p.Tyr92Cys) share a complex MCD combining 

posteriorly predominant pachygyria (or agyria) and severe micro-

cephaly (−4 s.d.). The third but less severe case (P478, c.991A>C, 

p.Thr331Pro) showed posterior pachygyria and laminar hetero-

topia with a thick and dysmorphic corpus callosum (Fig. 4b and 

Supplementary Table 4). TUBG1 is one of two human genes encod-

ing γ-tubulin28 and is highly expressed in fetal brain. The protein is a 

structural component of the centrosome and associates with at least 

six other proteins to form the γ-tubulin ring complex (γTuRC), which 

functions in microtubule nucleation29. Two of the altered residues 

(Thr331 and Leu387) are located in buried sites in two distinct α-helices  

(Fig. 4c); their alteration to proline residues is likely to destabilize 

these helices. One of these residues (Thr331) is located in the γ-γ 

interaction domain; the conserved altered residue (Tyr92) is located 

in the vicinity of the GTP binding site (Fig. 4c).

The events leading to the assembly of the γTuRC are unknown. 

However, γ-tubulin, similarly to the components of the α/β-tubulin  

heterodimer, requires facilitated folding by the cytosolic chaper-

onin CCT and is discharged from it as a monomer30. We therefore 

assessed the effect of two of the γ-tubulin alterations (p.Tyr92Cys and 

p.Leu387Pro) on facilitated folding and on the structural stability of 

the monomer in vitro. The latter experiment showed that the integrity 

of the recombinant proteins is not affected by either of the disease-

associated mutations (Supplementary Fig. 6). Conversely, we found 

a diminished yield of material migrating as monomeric γ-tubulin for 

p.Leu387Pro with a corresponding increase (relative to the wild-type 

protein) of radioactivity migrating as an undischarged binary complex 

with CCT (Fig. 4d). These data suggest that the chaperonin-dependent  

folding (and hence the yield) of monomeric γ-tubulin is compromised 

by the p.Leu387Pro alteration. The effect of the p.Tyr92Cys altera-

tion on facilitated folding through interaction with chaperonin is less 

evident (Fig. 4d), and it therefore seems probable that this alteration 

(and perhaps the others, to some extent) exerts its influence through 

the assembly and/or functional integrity of the γTuRC.

We analyzed the consequences of these newly discovered γ-tubulin 

alterations in vivo in two ways. First we investigated the phenotype 

in yeast (S. cerevisiae) cells in which we introduced these alterations 

into the conserved (although nonidentical) residues in the single yeast  

γ-tubulin gene TUB4 (Supplementary Fig. 7a). All of the mutant 

heterozygous and homozygous strains we generated were viable. 

However, although we found no change in microtubule plus-end 

dynamics (Supplementary Table 6), cells harboring TUB4 p.Trp92Cys 

showed an enhancement in the number and average maximal length 

of astral microtubules, as well as a decrease in the frequency of nuclea-

tion of new microtubules from the spindle pole body (Supplementary 

Table 7 and Supplementary Fig. 7b). Moreover, we found abnormal 

mitotic features in a large number of cells (TUB4 p.Trp92Cys, 23%; 

TUB4 p.Val387Pro, 8%), consistent with incorrect nuclear positioning 

and reflecting a defect in mitotic microtubule organization (Fig. 5a  

and Supplementary Table 7). These data are consistent with both the 

disease-causing γ-tubulin alterations having a deleterious effect on 

crucial aspects of microtubule behavior and with the more severe clin-

ical phenotype associated with the p.Tyr92Cys alteration. Second, we 

used in utero RNA interference (RNAi) to analyze the consequences 

of Tubg1 downregulation on cortical radial neuronal migration in 

mice. We found that brain sections of embryonic day (E) 18.5 embryos 

that had been electroporated 4 d previously with short hairpin RNA 
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a

b

c

d

1 142–148

p.Tyr92Cys

* * * ** *

P388 P478 P367

p.Thr331Pro p.Leu387Pro

p.Leu387Pro

GTP

p.Tyr92Cys

p.Thr331Pro

7,000

c.p.m.

6,000

5,000

4,000

3,000

2,000

1,000

0

1
0
.0

1
0
.5

1
1
.0

1
1
.5

1
2
.0

1
2
.5

1
3
.0

1
3
.5

1
4
.0

1
4
.5

1
5
.0

1
5
.5

1
6
.0

1
6
.5

1
7
.0

1
7
.5

1
8
.0

1
8
.5

1
9
.0 ml

γ-t
ubulin

γ-tubulin

GTP

451

p.Tyr92Cys WTp.Leu387Pro

Figure 4 Mutations in TUBG1 cause MCD 

with posterior predominant pachygyria, and 

analysis of the effect of γ-tubulin mutations on 

facilitated folding. (a) Linear representation of 

the TUBG1 protein showing the localization of 

the GTP binding site and TUBG1 alterations. 

(b) Brain MRI scans of subjects with TUBG1 

mutations. First row, axial T1-weighted images 

in three different patients (P388, first column; 

P478, second column; and P367, third column) 

with different TUBG1 mutations showing 

different degrees of pachygyria, with a thick 

cortex that is most prominent in the parieto-

occipital regions of patients P388 and P367 

(white asterisks). In the less severe case,  

patient P478, the pachygyria is milder,  

with an aspect of posterior subcortical band 

heterotopia (red asterisks). Second row, sagittal 

T1-weighted sections showing a dysmorphic 

thick corpus callosum. Note that in the three 

cases, the cerebellum and brainstems are 

normal. (c) Three-dimensional model of the 

TUBG1 dimer (PDB 3CB2) showing the localization of the three altered residues and the bound GTP molecule (yellow). (d) Effect of γ-tubulin  

alterations on facilitated folding. Sequences encoding full-length wild-type and mutant (p.Tyr92Cys, p.Leu387Pro) γ-tubulin were expressed as  
35S-labeled proteins in reticulocyte lysate, and the reaction products were analyzed by gel filtration on Superose 6. Fractions emerging from the column 

were subjected to SDS-PAGE, and the radioactivity migrating as γ-tubulin was quantified using a phosphorimager. Note the diminished yield of material 

migrating as monomeric γ-tubulin for p.Leu387Pro, with a corresponding increase (relative to the wild-type protein) of radioactivity migrating as a 

binary complex with the cytosolic chaperonin (the CCT binary complex has the same apparent mass as the largest molecular mass marker, thyroglobulin, 

indicated by the black arrowhead). Arrows mark the elution positions of molecular mass standards run under identical conditions: thyroglobulin (black), 

670 kDa; IgG (orange), 158 kDa; ovalbumin (purple), 44 kDa; and myoglobin (red), 17 kDa.

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3CB2
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(shRNA) targeting Tubg1 showed a significant fraction of red fluores-

cent protein (RFP)-positive cells in the subventricular and intermedi-

ate zone (P < 0.01), suggesting that Tubg1 downregulation induced a 

significant arrest of migrating cells (Fig. 5b,c). In contrast, embryos 

transfected identically in utero with RFP alone showed strong labeling 

in the cortical plate (P < 0.001; Fig. 5b,c). Expression of scrambled 

shRNA controls had no effect on migration, whereas shRNA-induced 

neuronal migration defects were substantially rescued by overexpres-

sion of a wild-type human TUBG1 complementary DNA (cDNA) 

(Fig. 5b,c). Quantification of these effects is shown in Figure 5c. We 

repeated these in utero RNAi experiments using a second shRNA 

targeting the coding sequence and found that it also affected neuronal 

radial migration, although the positions of misplaced cells were more 

dispersed than with the first shRNA (data not shown). This observa-

tion is probably attributable to the fact that downregulation of Tubg1 

expression using the first shRNA was more efficient than when the 

second shRNA was used (data not shown). We conclude that TUBG1 

has a crucial role in neuronal migration during corticogenesis.

DISCUSSION
Among 16 subjects analyzed by WES, we identified mutations in 

four genes (KIF5C, KIF2A, DYNC1H1 and TUBG1) encoding pro-

teins that interact with microtubules in 7 of 16 cases. The remaining 

nine subjects include four in whom all tested variants were inherited 

from one of the healthy parents and five with de novo events pre-

dicted to alter protein functions but with no clear link to microtubules 

(Supplementary Table 8). Further screening and re-evaluation of 

MRI data showed that mutations in KIF5C, KIF2A, DYNC1H1 and 

TUBG1 are involved in a wide range of cortical and gyral pattern 

abnormalities associated with microcephaly, callosal, cerebellum 

and/or brainstem dysgenesis (Supplementary Table 4). First, in the 

familial form of severe MCD described here (P20; Fig. 1), we obtained 

convincing evidence for the presence of a maternal mosaic germline 

mutation in KIF5C that is responsible for the phenotype in four male 

subjects. There is now a wide range of disorders for which the occur-

rence of parental germline mosaicism has been reported31. Indeed, 

with the recent application of DNA sequencing to whole genomes and 

whole exomes, the frequency of somatic and germline mosaicism may 

be higher than is currently appreciated. Our results highlight both the 

contribution of germline mosaic mutational events in families with 

recurrent genetic disorders and the power of WES to resolve these 

situations. For KIF5C, we note that a recent report documented a  

de novo mutation in a sporadic case with severe intellectual disability 

and microcephaly for whom MRI data were not available32. Second, 

subjects with mutations in KIF2A or TUBG1 share microcephaly and 

a cortical gyration pattern that more severely affects the posterior 

cortex. This gyration pattern is reminiscent of the PAFAH1B1-related 

cortical gyration pattern33. Third, mutations in DYNC1H1 are the 

cause of a wide spectrum of cortical malformations characterized 

mainly by posterior pachygyria (present in 8/11 individuals with 

DYNC1H1 mutations studied here; Supplementary Table 4). Some 

individuals with mutations in DYNC1H1 had evidence of additional 

abnormalities, including microcephaly, nodular heterotopia, hypo-

plasia of the corpus callosum and dysmorphy of the basal ganglia, 

as well as evidence of peripheral neuropathy (3/11). However, the 

most striking finding is the concomitant presence in two individuals  

of both pachygyria and polymicrogyria patterns (P122 and P217;  

Fig. 3 and Supplementary Table 4), which are traditionally regarded 

as distinct entities. This association has also been reported in  

WDR62-related disorders11 that include individuals with microcephaly,  

polymicrogyria and schizencephaly.

Interestingly, missense mutations in DYNC1H1 have been  

associated primarily with neuropathy: an axonal dominant form 
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Figure 5 TUBG1 alterations affect mitotic figures in yeast cells, and 

suppression of Tubg1 expression disrupts neuronal migration in the 

developing mouse neocortex. (a) Yeast mitotic figures of γ-tubulin disease-

related substitutions. At least 100 cells were examined in each strain 

after transformation with GFP-BIK1P, an α-tubulin–binding protein that 

labels mitotic spindle and astral microtubules. The percentage of large 

budded cells with nuclei and microtubule positions were scored in the 

different strains as indicated. P < 0.001 for all χ2 test comparisons.  

MT, microtubule. (b) Validated shRNAs that suppressed Tubg1 expression 

in cultured N2a cells by approximately 50–60% were co-electroporated 

with an RFP-encoding reporter construct (tomato) into progenitor cells 

located in the ventricular zone (VZ) of E14.5 mouse neocortices. The 

images show coronal sections of mouse brains 4 d after electroporation at 

E14.5 with an RFP-encoding vector (tomato), control shRNA (scramble), 

Tubg1 shRNA (shTubg1) or Tubg1 shRNA in combination with pCMV6-

Tubg1 (rescue). MZ, marginal zone; CP, cortical plate; IZ intermediate 

zone. Scale bar, 100 µm. (c) Fluorescence intensities reflecting the 

distribution of electroporated cells within the cortex were converted into 

gray values and measured from the VZ to the MZ. Bars represent the 

mean ± s.e.m. of fluorescence intensities in ten equal strata (with stratum 

one corresponding to the VZ and stratum ten corresponding to the MZ) 

dividing the cortices of independent brains (tomato, n = 4; scramble,  

n = 3; shTubg1, n = 11; rescue, n = 2). Note that knockdown with 

shTubg1 leads to an increase in the percentage of transfected cells 

located in the SVZ and IZ (strata 3 and 4) and a significant decrease in 

the upper layers of the CP (strata 9 and 10) compared with the scramble 

control. Cells transfected with shTubg1 and pCMV6-Tubg1 mainly  

reached the upper layers of the CP (strata 8 to 10), showing that 

migration disruption is a specific consequence of Tubg1 RNAi.  

*P < 0.1, **P < 0.01, *** P < 0.001 calculated by Student’s t test.
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of Charcot-Marie-Tooth disease25 and a dominant form of spinal 

muscular atrophy24,34. More recently, de novo missense mutations in 

DYNC1H1 were reported in two individuals with intellectual disabil-

ity and signs of cortical malformations32,35. Taken together these data 

indicate that heterozygous missense mutations in DYNC1H1 underlie 

a broad phenotypic spectrum extending from peripheral neuropa-

thies to cerebral malformations. However, DYNC1H1 is emerging 

as an important and principal locus for mutations responsible for 

MCD, and its screening should be recommended in unexplained and  

difficult-to-classify lissencephaly, pachygyria and polymicrogyria 

with or without microcephaly.

The data reported here extend the association between microtubule- 

based cellular processes and proper cortical development8,9,36,37 to 

γ-tubulin and the microtubule-dependent motor proteins KIF5C, 

KIF2A and DYNC1H1. Regarding the α- and β-tubulin isotypes 

(TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 and TUBB5), all mutations identified 

so far in the genes encoding these proteins are heterozygous missense 

mutations. In the absence of loss-of-function mutations (that is, non-

sense, frameshift, splicing or genomic deletions), these observations 

are consistent with dominant-negative effects rather than haploinsuf-

ficiency as the primary molecular mechanism causing disease. This 

hypothesis is further supported by our data showing the behavior of 

mutant forms of KIF5C and KIF2A in cells. It is nonetheless possible 

that haploinsufficiency could also contribute to functional defects of 

MCD-related proteins.

Our phenotypic evaluation of S. cerevisiae strains harboring 

disease-causing alterations in TUB4 as well as our in utero sup-

pression experiments suggest that adequate expression of TUBG1 

is required for normal microtubule behavior and proper neuro-

nal migration. Previous studies, including analyses of Kif2a–/– and  

Kif5c–/– mice19,38, imply that sufficient expression of functional 

KIF5C, KIF2A and DYNC1H1 proteins is also required for proper 

cortical development. For DYNC1H1, inactivation of the mouse 

homolog is embryonic lethal39, whereas N-ethyl-N-nitrosourea 

(ENU)-induced mouse mutants harboring heterozygous missense 

mutations in the tail domain (Legs at odd angles (Loa, p.Phe580Tyr) 

and Cramping 1 (Cra1, p.Tyr1055Cys)) result mainly in early onset 

progressive neurodegenerative diseases40. This analysis also identified 

defects in retrograde axonal transport40 and in hippocampal neocorti-

cal lamination and neuronal migration41. In line with these results, 

another study reported that in vivo RNAi-mediated downregulation 

of Dync1h1 impairs neuronal migration and positioning in the devel-

oping neocortex42.

Our data strongly suggest that the regulation of microtubule-

dependent mitotic processes in progenitor cells, as well as the traffick-

ing activities of the microtubule-dependent molecular motors KIF2A, 

KIF5C and DYNC1H1 in postmitotic neuronal cells, are collectively 

essential for correct neuronal development (Supplementary Fig. 8). 

In light of this conclusion, it is understandable that functional disrup-

tion of any of these genes can lead to substantial defects in neuronal 

polarization, migration and differentiation.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online 

version of the paper.

Accession codes. Human TUBG1 (NM_001070), human KIF5C 

(NM_004522), human DYNC1H1 (NM_001376), human KIF2A 

(NM_001098511), mouse Tubg1 (NM_134024), human DCX  

(NM_000555), human PAFAH1B1 (RefSeq NM_000430), human 

ARX (NM_139058), human TUBA1A (NM_006009), human TUBB2B 

(NM_178012), human TUBB3 (NM_006086), human GPR56  

(NM_201524).

Note: Supplementary information is available in the online version of the paper.
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ONLINE METHODS
Subjects. Blood or DNA samples from affected individuals and their par-

ents and informed consent were obtained from all participants according to 

local institutional review board guidelines. We selected 16 cases with either 

lissencephaly (6 cases) or polymicrogyria (10 cases) in association with at 

least one of the following features: microcephaly or dysgenesis of the cerebel-

lum, brainstem, basal ganglia or corpus callosum. Subjects with lissencephaly 

included those with agyria, pachygyria or subcortical laminar heterotopia, and 

subjects with polymicrogyria included those with perisylvian, frontal, diffuse 

and multifocal polymicrogyria.

We used an additional cohort of 162 cases comprising 80 individuals with 

polymicrogyria, 58 with lissencephaly and 24 with predominant posterior 

pachygyria to perform extensive screening of candidate genes. These included 

57 cases with microcephaly, 74 with dysgenesis or agenesis of the corpus callo-

sum, 18 with dysmorphic basal ganglia and 38 with cerebellar vermian and/or 

hemispheric hypoplasia or dysplasia.

We analyzed all affected individuals’ DNAs by comparative genomic hybrid-

ization (CGH) microarray using the NimbleGen chip 720,000-probes (720 K)  

array (Roche-NimbleGen) to exclude potential pathogenic copy-number vari-

ations. Metabolic screening was performed to exclude metabolic disorders. 

Likewise, we screened the coding regions of DCX, PAFAH1B1, ARX, TUBA1A, 

TUBB2B, TUBB3 and GPR56 to exclude pathogenic mutations43–46.

Genotyping. We performed high-throughput microarray genotyping 

of approximately 262,000 SNPs using one array (version NspI) from the 

Affymetrix GeneChip Human Mapping 500K Array set (Affymetrix) follow-

ing the recommended protocol as described in the Affymetrix manual.

WES and analysis. Library generation, exome enrichment and WES were 

performed at the French National Centre for Genotyping (CNG, Evry, France). 

Briefly, libraries were prepared from 3 µg genomic DNA extracted from whole 

blood using an optimized SureSelect Human Exome kit (Agilent) following 

the manufacturer’s instructions. Captured, purified and clonally amplified 

libraries targeting the exome were then sequenced on a HiSeq 2000 (Illumina) 

according to the manufacturer’s recommendations. Obtained sequence reads 

were aligned to the human genome (hg19) using BWA software15. Downstream 

processing was carried out with the Genome analysis toolkit (GATK)47,48, 

SAMtools49 and Picard Tools (http://picard.sourceforge.net/). Single-nucleotide  

variants and indels were subsequently called by the SAMtools suite (mpileup,  

bcftools, vcfutil). All calls with a read coverage ≤5× and a Phred-scaled  

SNP quality of ≤20 were filtered out. Substitution and variation calls were 

made with the SAMtools pipeline (mpileup). Variants were annotated with 

an in-house Paris Descartes bioinformatics platform pipeline based on the 

Ensembl database (release 67)50.

Variations validation and gene screening. After exome analysis, each selected 

variant was confirmed by PCR and direct sequencing using DNA from the 

patient and his or her parents. For each patient, the complete TUBG1 and 

KIF5C coding sequences and splice sites, as well as exons corresponding to  

the AAA1 and stalk domains of DYNC1H1, were amplified in independent 

PCR reactions from genomic DNA and sequenced using BigDye dideoxy 

terminator chemistry and an ABI3700 DNA analyzer (Applied Biosystems). 

Primer sequences and positions, PCR conditions and product sizes are avail-

able upon request.

Protein modeling. Amino acid substitutions were plotted on the solved pro-

tein structures for rat kinesin, the human KIF2A nucleotide binding domain, 

human TUBG1 and the mouse Dync1h1 stalk domain in fusion with seryl-

tRNA synthetase from T. thermophilus using PyMOL software (http://www.

pymol.org/). Models were built by homology modeling using Research 

Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB codes 3KIN, 2GRY, 3CB2 

and 3ERR. Images in Figures 1–4 were rendered using PyMOL.

Cloning, expression and in vitro translation. A plasmid containing the full-

length sequence of KIF5C was provided by Professor F.A. Stephenson (School 

of Pharmacy, University of London). A sequence encoding the N-terminal  

380 residues of KIF5C containing a C-terminal His6 tag was generated from 

this clone by PCR. Sequences encoding full-length human γ-tubulin were 

from B.R. Oakley30. A sequence encoding the DYNC1H1 microtubule binding 

domain was obtained by PCR using a human brain cDNA library (Clontech) 

as a template and inserted into the seryl-tRNA synthetase 12 heptad– 

containing α-registry fusion construct described by Carter et al.26 (GenBank 

FJ039866). Mutations were introduced by site-directed mutagenesis using the 

QuikChange II kit (Stratagene). For experiments requiring in vitro expression, 

sequences were inserted into the pET23b vector (Novagen, EMD Millipore 

Germany) and used to drive expression in either rabbit reticulocyte lysate 

(TNT, Promega) containing 35S-methionine or in E. coli BL21DE3 pLysS,  

in which synthesis of endogenous E. coli proteins was suppressed by incuba-

tion in the presence of rifampicin51. In bacterial expression experiments, lysis 

was effected 2 h after induction with isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG) by two successive cycles of freezing and thawing followed by incu-

bation with DNAse I and centrifugation as previously described52. Affinity 

purification of His6-tagged proteins from the resulting supernatants was done 

with solid phase–bound Co2+ beads using the protocol recommended by the 

manufacturer (Clontech). The purity of the expressed proteins was checked by 

SDS-PAGE. In some experiments, the integrity of in vitro–translated wild-type 

and mutant forms of γ-tubulin was assessed by measuring its susceptibility to 

digestion with proteinase K as described53.

Gel filtration analyses. The migration properties of the recombinant wild-

type and mutant forms of KIF5C sequences containing the motor domains 

and a portion of the stalk domain were assessed on a column (1.0 cm × 30 cm)  

of Superose 6 using fast protein liquid chromatography (FPLC) (GE) run in  

20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2, containing 0.1 M NaCl, 0.5 mM eth-

ylene glycol tetraacetic acid (EGTA) and 1 mM dithiothreitol (DTT) (buffer K).  

The products of in vitro TNT reactions done in rabbit reticulocyte lysate  

(10 µl) were diluted with 0.1 ml of buffer K supplemented with 20 µM GTP and 

centrifuged for 15 min at 100,000g at 4 °C to remove all particulate material.  

The resulting supernatant was applied to the Superose 6 column equili-

brated and run in buffer K containing 20 µM GTP and 5% (vol/vol) glycerol. 

Radioactivity contained in 0.5-ml fractions was measured in 20 µl aliquots 

by scintillation counting, and further aliquots were analyzed by SDS-PAGE 

and autoradiography. Radioactivity contained in the band corresponding to 

γ-tubulin was quantified using a phosphorimager.

Measurement of rates of ATP hydrolysis. ATP hydrolysis by recombinant 

wild-type and p.Glu237Val mutant forms of KIF5C was measured in 20-µl 

reactions containing 1.0 pmol of purified protein in 20 mM PIPES buffer, 

pH 6.9, 1.0 mM MgCl2, 0.5 mM ATP and 1.0 mg (measured as total protein) 

of taxol-polymerized microtubules. Reaction mixtures were incubated at  

30 °C. At various intervals, aliquots (2.0 µl) were withdrawn, and the inorganic 

phosphate content was measured using the malachite green phosphomolyb-

date assay54.

Microtubule binding assays. Microtubules purified from bovine brain55 were 

depolymerized in 20 mM PIPES buffer, pH 6.9, 1 mM MgCl2 and 1 mM EGTA 

by incubation on ice and cleared by centrifugation at 60,000g for 10 min. 

Purified 35S-labeled KIF5C (in the range 0.2–6.9 nmoles) or 35S-labeled chi-

meric seryl-tRNA synthetase containing the DYNC1H1 microtubule binding 

domain was added to reactions (10 µl) containing 2.0 mg/ml depolymerized 

tubulin, 1 mM GTP, 0.5 mM AMP-PNP and 20 mM taxol, and the mixtures 

were incubated at 30 °C for 20 min. Reaction products were loaded onto cush-

ions (0.25 ml) containing 1 M sucrose in 40 mM MES, pH 6.8, 0.5 mM MgCl2, 

0.5 mM EGTA, 0.5 mM GTP, 0.25 mM AMP-PNP and 10 mM taxol contained 

in 1.5 ml Eppendorf tubes and centrifuged for 15 min at 100,000g at 30 °C in a 

Beckman TL-100 rotor. The protein and radioactivity content of the resulting 

microtubule pellets (in the case of reactions done with bacterially expressed 

KIF5C proteins) or pellets and supernatants (in the case of experiments done 

with in vitro–translated KIF5C and dynein heavy chain fragments) was deter-

mined following SDS-PAGE.

Folding of KIF2A nucleotide binding domains. Sequences spanning the 

centrally located nucleotide binding domain of human KIF2A (residues 

126–526) were obtained by PCR using full-length cloned wild-type (Origene) 

http://picard.sourceforge.net/
http://www.pymol.org/
http://www.pymol.org/
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3KIN
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=2GRY
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3CB2
http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureId=3ERR
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FJ039866
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or mutant-bearing cDNAs as a template, and the products were inserted in 

frame with a C-terminal His6 tag into the pET23b vector using the NdeI and 

NotI sites. Proteins were expressed in E. coli BL21 DE3 cells after induction 

with 1.0 mM IPTG at an absorbance at 600 nm (A600) of 1.0. At 2.5 h after 

induction, cells were harvested by centrifugation, washed by resuspension 

in 0.3 M NaCl, 1 mM MgCl2, 0.1 mM ATP and 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-

1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) buffer, pH 7.5, and lysed by three 

brief pulses of sonication at 0 °C. A particle-free supernatant was obtained 

after two centrifugations at 30,000g and 200,000g at 4 °C. The supernatants 

were applied to columns of Talon cobalt affinity beads (Clontech) and eluted 

in imidazole-containing buffer. Samples were analyzed by 9% SDS-PAGE and 

stained with Coomassie blue. In some cases, the gel content was transferred to 

nitrocellulose and probed with a mouse monoclonal antibody to His6.

Cell culture, transfections and immunofluorescence. PCMV6 plasmids 

containing full-length human KIF2A (SC117315) or KIF5C (RC218796) 

cDNAs were purchased from Origene. Mutations were introduced by site-

directed mutagenesis using a QuikChange II kit. Constructs were transfected 

into COS-7 or human fibroblast cells using a Neon transfection system (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Cells were then 

grown on glass coverslips in DMEM containing 10% (vol/vol) FCS. After para-

formaldehyde fixation, immunostaining was performed with either a rabbit 

polyclonal antibody to KIF2A (ab37005, Abcam Inc.) or an antibody to KIF5C 

(ARP54736, Aviva Systems Biology or ab5630, Abcam) together with a mouse 

monoclonal antibody to α-tubulin (DM1A, Sigma-Aldrich) used at dilutions 

of 1:6,000, 1:500 and 1:1,000, respectively.

Yeast strains and plasmids. The yeast strains used in this study were Y20000 

(MATa/MATα; his3∆ 0/his3∆ 0; leu2∆ /leu2∆ 0; met15∆ 0/MET15; LYS2/

lys2∆ 0; ura3∆ 0/ura3∆ 0), all provided by EUROSCARF. The p.Trp92Cys 

and p.Val387Pro mutations were obtained by direct mutagenesis of the TUB4 

gene carried by the plasmid pKanTUB4::LEU2, using the QuikChange II kit 

and following the manufacturer’s instructions.

Measurement of yeast microtubule dynamics in vivo. Cells were seeded and 

grown overnight in SD complete medium at 30 °C followed by a reseed at 30 °C  

to the mid-log phase. Cells were pelleted, resuspended in SD complete medium, 

imaged on an Axio Image MI (Zeiss) microscope with a ×100 Plan Fluor  

1.4 numerical aperture (N.A.) objective and captured using a CoolSNAP HQ 

camera (Photometrics). A typical acquisition protocol acquired five z-series 

fluorescent images at 0.5-mm axial steps and one differential interference con-

trast (DIC) image corresponding to the central fluorescent image. Time-lapse 

image series were acquired at 10-s intervals during 10 min.

shRNA constructs. We conducted RNAi experiments using shRNA constructs 

commercially designed and provided by Origene. Four different 29-mer 

sequences cloned in the pGFP-V-RS vector and targeting mouse Tubg1 mRNA 

were used to identify the most efficient shRNA construct. Plasmid constructs 

corresponding to CAGGS-RFP and a HuSH 29-mer noneffective (scrambled; 

Origene) were used as controls. Efficiency experiments were conducted in 

N2a cells, normalized by amplification of cyclophilin A and quantified by 

quantitative PCR using the SYBR Green master mix and a LC480 LightCycler 

instrument (Roche) according to the manufacturer’s instructions.

In utero electroporation. Swiss mice (Janvier) were mated, maintained and 

used in our animal facilities in accordance with European Union and French 

legislation. Timed pregnant mice (E14.5) were anesthetized with isoflurane 

(2 l per min of oxygen, 4% isoflurane during sleep and 2% isoflurane dur-

ing surgery operation; Minerve). The uterine horns were exposed, and a lat-

eral ventricle of each embryo was injected using pulled glass capillaries and 

a microinjector (Picospritzer II; General Valve Corp) with Fast Green (2 µg/ml; 

Sigma) combined with the following DNA constructs: 0.5 mg/ml pCAGGS-

RFP (mRFP) either alone or together with 2 µg or 3 µg of shRNA construct at 

1.0 mg/ml targeting Tubg1 mRNA (or scramble or wild-type cDNA). Plasmids 

were further electroporated on the head of the embryo by discharging a  

4500 mF capacitor charged to 45 V with a CUY21EDIT electroporator (Sonidel 

Ltd) in five electric pulses of 50 ms at 950-ms intervals. Embryonic mice were 

electroporated at E14.5, and then their brains were harvested after 4 d of 

development (E18.5), sectioned in 80-µm slices using a VT1000S vibratome 

(Leica Microsystems) and maintained in 0.01% azide-PBS buffer.
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Supplementary Data 

 

Supplementary Figure 1. Experimental workflow for detecting and prioritising sequence variants, and 

validation of MCD-related genes.  
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WES data of 16 patients with MCD 
10 PMG, 6 pachygyria (Supplementary Table 1) 

- Sequence Reads mapping and variants calling 
- Variants analysis 

Patients with de novo variation in 
 centrosome- and MT-related proteins 
- De novo variations in DYNC1H1 (x3) 
- De novo variations in TUBG1 (x2) 
- De novo variation in KIF2A (x1) 
- Mosaic germline variation in KIF5C  

Exclusion of intergenic, intronic and synonymous variants 
Exclusion of known SNPs in public and in-house databases 
Prioritization of variants in candidate genes  
Sanger validation and analysis of prioritized variants in 
 patients’ parents and identification of de novo variations 

Overall genetic data validating implication in MCD  
- DYNC1H1: 9 mutations (8 de novo and one inherited)   
- TUBG1 : 3 de novo mutations    
- KIF2A : 2 de novo mutations  
- KIF5C : 1 mosaic germline mutation  

Screening of an additional cohort of patients: 
162 patients with pachygyria and PMG 

Supplementary Figure 1 
Nature Genetics: doi:10.1038/ng.2613
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Supplementary Figure 2. Genetic analysis of the P20 family  

(a) Pedigree of the P20 family. Solid symbols represent affected individuals; central dots represent obligate 

carrier individuals. The III.3 subject was chosen to undergo exome sequencing. (b) X chromosome 

genotyping of P20 family members. Note that this analysis excludes X-linked transmission of the pathology. 

(c) Linkage analysis (with lod score value) for chromosome SNPs showing the non-excluded interval of 

44.5Mb (with a lod score of 0.9). (d) Haplotypes neighboring KIF5C for II.3, III.4 and III.5 individuals. This 

reveals the transmission of the same haplotype from the mother to the two brothers (III.4 (affected) and III.5 

(unaffected)), reinforcing the hypothesis of transmission of a germline mosaic mutation in KIF5C (M: 

mutated KIF5C; N: normal KIF5C) (e) chromatograms for P20 individuals showing normal and mutated 

sequences of KIF5C. Note the co-segregation of the mutation with the phenotype.  
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II.3 III.4 III.5 

D2S112 133,12Mb 163 165 163 161 163 157 

D2S151 147,78Mb 237 239 237 237 237 241 

KIF5C 149,63-149,88Mb N  N M   N N   N 

D2S2241 154,51Mb 93 97 93 93 93 97 

D2S142 156,28Mb 274 268 274 276 274 274 

II.3 III.1 III.2 III.3 III.4 III.5 

DXS1060 243 249 243 243 243 243 243 

DXS1223 159 151 159 159 159 159 159 

DXS8051 124 120 124 124 124 124 124 

DXS7108 252 252 252 252 252 252 252 

DXS1224 164 164 164 164 164 164 164 

DXS987 215 209 209 215 215 215 215 

DXS1226 296 286 286 296 296 296 286 

DXS1214 292 292 292 292 292 292 292 

DXS1068 254 262 262 254 262 254 262 

DXS993 287 270 270 287 270 287 270 

DXS991 333 327 327 333 327 333 327 

DXS986 166 166 166 166 166 166 166 

DXS990 126 126 126 126 126 126 126 

DXS1106 128 130 130 128 130 128 130 

DXS8055 317 315 315 317 315 317 317 

DXS1001 199 208 208 199 208 199 199 

DXS1047 168 162 162 168 162 168 168 

DXS1227 82 90 90 82 90 82 90 

DXS8043 161 159 161 161 159 161 159 

DXS998 119 117 119 119 117 119 117 

DXS8091 89 71 89 89 71 89 71 

DXS8069 140 142 140 140 142 140 142 

DXS1073 308 310 308 308 308 310 310 

Excluded region 

non informative 
region 

a 

b 

c 

d 

II.1 II.2 II.3 

III.1 III.2 III.3 III.4 

II.4 

III.5 

Supplementary Figure 2 
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Supplementary Figure 3. Functional consequences, expression and sublocalization of the p.E237V 

KIF5C mutation.  

 (a) Allelic expression of KIF5C in lung and brain tissues from the fetus-III.4 of P20 family. Primers 

hsKIF5C-3F TGCGTATGGGCAGACTTCATCAGGA and hsKIF5C-10R 

CCGAGTCATCTTGCTGTCCCGGT were used to perform RT-PCR experiments. These primers correspond 

to sequences that are located in exons 3 and 10 (separated by a distance of 120 kb) and allowed the 

amplification of a 610 bp cDNA fragment. Electrophoregrams show cDNA sequences around the mutations 

and illustrate expression of both alleles in these tissues. Note that these results indicate that KIF5C is not 

imprinted (at least in these two tissues). (b) Expression and purification of recombinant wild type and 

p.E237V mutant KIF5C proteins containing the motor domain, neck domain and a portion of the coiled-coil 

stalk. C-terminally His6-tagged sequences encoding AA 1-380 of KIF5C were cloned into the pET23b vector 

and the recombinant proteins expressed in E. coli BL21 DE3 pLysS. Each protein was purified from soluble 

extracts of the host cells by affinity selection on a column of Co
++

-bound agarose, and the purity of the 

product assessed by SDS-PAGE. Left hand tracks, total soluble protein extracts; right hand tracks, affinity 

purified proteins. (c) Recombinant KIF5C proteins behave as dimers. Purified recombinant wild type and 

mutant (p.E237V) form of KIF5C were analyzed by gel filtration on Superose 6.  Note that relative to 

globular marker proteins (arrowed: thyroglobulin [black; 670kDa], IgG [orange; 158kDa], ovalbumin 

[purple; 44kDa], myoglobin [red; 17kDa]) both recombinant proteins migrate at a position consistent with 

their existence as dimers associated via their content of coiled-coil stalk domain. (d) MRI of the III.1 Patient 

from the P20 family. Axial T1 and T2 weighted images performed at 5 days of life show frontal and 

perisylvian coarse polymicrogyria. Sagittal T1-weighted section shows thin corpus callosum with normal 

brainstem and cerebellar vermis.  

Briefly, the proband (Patient III.1) was the second child of non-consanguineous parents. Intrauterine growth 

retardation, severe arthrogryposis and microcephaly (-4 SD) were noted at birth. Clonic seizures started 

during the first months of life, controlled with carbamazepine. Brain MRI performed at 7 days showed a thin 

cortex with irregularly bumpy sulci and an irregular interface between the cortex and white matter over both 

frontal regions. We considered these MRI features to be compatible with a diagnosis of PMG. Subsequently, 

the mother had 3 medical abortions (around 23 GW) for male foetuses that showed developmental delay and 
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foetal akinesia. Anatomical and histological analyses suggested the presence of malformations that included 

diffuse polymicrogyria, gyral simplification, delayed development of the cerebellum and brainstem and 

abnormal positioning of the corticospinal tracts.  

 (e) Subcellular localization of human wild type and mutant KIF5C (p.E237V) in fibroblasts transfected with 

promotor-driven cDNA constructs. Note that the p.E237V mutated KIF5C protein (green) co-localises with 

and decorates MT’s (identified by the a-tubulin antibody and revealed in red) but does not appears as 

cytoplasmic puncta as does the WT KIF5C protein. Scale bar: 20µm 
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Supplementary Figure 4. Expression and subcellular localization of KIF2A.  

(a) Subcellular localization of wild type and mutant KIF2As (green) in transfected fibroblasts. Note that both 

KIF2A mutants (p.S317N and p.H321D) co-localize with MTs (red) and are absent from the nucleus, while 

the KIF2A WT protein shows a diffuse cytoplasmic and nuclear pattern of expression. Centrosomal 

enrichment is observed in the case of both the WT and mutant KIF2A proteins. Scale bar: 20µm. (b) Allelic 

expression of KIF2A in fibroblasts derived from the patient with the p.H321D mutation. RT-PCR using 

hsKIF2A-9F (5-TGACTCAGCTCCTAATGAAATGGT-3) and hsKIF2A-17R (5-

TCTGGTTTGGTGGATGGTGC-3) primers allows amplification of the KIF2A cDNA from exon 9 to 17.  

This reveals biallelic expression of KIF2A in the patient’s fibroblasts, indicating that KIF2A is not imprinted 

in this tissue. 
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Supplementary Figure 5. A dominant form of MCD is associated with the p.K3241T mutation in 

DYNC1H1.  

(a) Pedigree of the 346D family. Solid symbols represent affected individuals. (b) Segregation of the 

DYNC1H1 mutation in the family (c) Evolutionary conservation of the p.K3241 residue. (d) Axial MRI of the 

346D family: mother (upper) and both children (bottom) respectively, showing the same pattern of posterior 

pachygyria with a thick cortex (asterisk) more pronounced in the two children compared with the less 

severely affected mother. 
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Supplementary Figure 6. Effect of g-tubulin mutations on susceptibility to proteolysis in vitro   

35
S-methionine-labelled products generated by transcription/translation in rabbit reticulocyte lysate were 

subjected to proteolysis by incubation with proteinase K as described by Tian et al.
1
. At the times shown (in 

minutes), aliquots were withdrawn, the reactions quenched by the addition of PMSF and the products 

analyzed by SDS-PAGE. FL, full-length g-tubulin. Note that the integrity of the recombinant proteins is not 

significantly affected by either of the disease-associated mutations. 
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Supplementary Figure 7. Analysis of the consequences of TUBG1 mutations in a yeast (S. cerevisiae) 

model  

(a) Partial protein sequence of human TUBG1 in the region of p.Y92C and p.L387P aligned with S. 

cerevisiae Tub4p sequences. Yeast has a single g-tubulin gene (Tub4p), which shares 40 to 45% sequence 

identity with mammalian g-tubulin isotypes. Disease-associated residues are conserved but not identical: 

tyrosine (Y) at position 92 is replaced in yeast by tryptophan (W), while leucine (L) at position 387 is 

replaced in yeast by valine (V). To examine potential dominant effects of disease-associated mutations, we 

inserted p.W92C and p.V387P mutations into the yeast Tub4 locus in heterozygous diploid strains. Three 

independent heterozygous diploids did not display growth defects on rich medium, establishing that all the 

mutant heterozygous strains were viable. p.V387P heterozygous diploids were recovered at the expected 

frequency (90%). In contrast, the p.W92C mutation seemed to be deleterious in that very few (10%) diploid 

mutants were obtained, showing that even in the heterozygous state the tub4-W92C mutation is toxic. 

However, analysis of mutant homozygotes revealed that the tub4-W92C mutation is viable (i.e. spores 

bearing the mutation were obtained at the expected frequency). tub4-V387P haploid spores were also viable 

when present as the sole copy of Tub4. (b) Merged Z stack images showing MTs in WT, p.W92C and 

p.V387P in budding yeast cells labeled with GFP-Tub1p (a-tubulin, green). Scale bar, 5 mm. To address MT 

organization in strains bearing the tub4-W92C and tub4-V387P mutations, we imaged cells using a-tubulin 

labeled with a TUB1::GFP fusion integrated at the URA3 locus
2
. We found that the spindle pole body (SPB; 

the yeast equivalent of the centrosome) maintained its essential function. Indeed, for each mutation, MT’s 

were nucleated from the SPB at each cell cycle. To investigate whether the g-tubulin disease substitutions 

alter MT dynamics, MT number and/or stability, we examined MT+ end and astral MTs dynamics in living 

cells
3
. In order to analyse MT + ends dynamics we monitored G1 cell MT + ends labeled with Bik1p-GFP 

using time-lapse video microscopy. At least 30 MTs were analyzed and no significant differences were 

observed in tub4-W92C and tub4-V387P compared to wild type cells (Supplementary Table 6). These results 

suggest that MT + ends dynamics are unaffected in the g-tubulin mutants. We also examined astral MTs in 

living cells by monitoring dynamic astral MTs in G1 cells. GFP-Bik1p (an a-tubulin binding protein
4
) labeled 

MTs from heterozygous strains p.W92C and p.V387P were imaged. The p.W92C substitution resulted in 
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significant changes in measured MT parameters (Supplementary Table 7): we observed an overall 

enhancement of MT length in p.W92C cells (3.3 +/- 0.25 m) compared to wild type cells (2.2 +/- 0.14 m) 

and p.V387P cells (2.4 +/- 0.15 m). In addition, the average maximal length of astral MTs also increased in 

tub4-W92C cells (4.8 +/- 0.33 m) compared to wild type (3.1 +/- 0.19 m) and V387P cells (3.3 +/- 0.19 

m), while more numerous MTs were observed in W92C cells (3.4 +/- 0.11 MT/Cell) compared to wild type 

(2.3 +/- 0.09 MT/cell) and V387P cells (2.5 +/- 0.07 MT/cell). Moreover, we found an effect of the tub4-

W92C and tub4-V387P mutations on MT assembly: the frequency at which new MTs emanating from the 

SPBs became visible (i.e. nucleation or regrowth from existing microtubules) was significantly decreased in 

tub4-W92C cells (0.5 +/- 0.07 MTs assembled/min) relative to wild-type cells (1.42 +/- 0.11 MTs 

assembled/min; Supplementary Table 7). Thus, MT lengthening and an enhanced number in tub4-W92C cells 

is probably a consequence of MT nucleation in a manner that may increase overall polymer stability.  

 

Nature Genetics: doi:10.1038/ng.2613



a 

b 

WT 

p.W92C 

p.V387P 

Human g Tubulin Chain 1 

Human g Tubulin Chain 1 

Yeast Tub4p 

Yeast Tub4p 

92 

387 

Supplementary Figure 7 

L Y N P E N  I  Y  L S E H G G G A G N N W A 
F F D P R N T W V A S D G  A S A G N S  W A 

N H T  S I  S S L F E R T C R Q Y D K L R K 
N M S T V V N V F E N A C N T F D K V E A 

Nature Genetics: doi:10.1038/ng.2613



 10 

Supplementary Figure 8. MT-dependent transport and MCD 

Upper part: Schematic representation of cells in the ventricular zone (VZ), subventricular zone (SVZ), 

intermediate zone (IZ) and cortical plate (CP) corresponding respectively to progenitor proliferation, 

neuronal polarity, migration and differentiation steps. Bottom part (left): Representation of a mitotic cell 

during neuroblast proliferation steps in the VZ. KIF2A, TUBG1 and WDR62 are grouped in the spindle pole 

body, and KIF2A is also enriched in kinetochores structures. The LIS1/DYNC1H1 complex and TUBG1 

proteins are distributed along mitotic spindle MTs with an additional localization of LIS1/DYNC1H1 at astral 

MT extremities. Bottom (right): Representation of the centrosome, MT and MT-motor protein complexes 

highlighting a functional coupling between centrosomal and MT-dependent transport proteins as illustrated 

by the location of MCD-related proteins (shown in red) in both structures. For simplicity, MT-dependent 

anterograde transport along MTs is shown in the Figure as mediated only by KIF5 and KIF1A. Interaction 

between KIF5 and LIS1/NDEL1 has been reported to be required for anterograde transport of the dynein-

dynactin complex
5
. KIF1A has also been shown to interact with doublecortin (DCN) and mediates VAMP2 

transport
6
. Loading and uploading of cargos is dependent on rabGTPases, molecular switches regulated by 

RabGAPs and RabGEFs, TBC1D22B (a RabGAP protein) is included in the illustration because of the 

identification of a de novo nonsense mutation in patient P386 (with diffuse PMG, Supplementary Table 8). 

Vesicle retrograde transport is mediated by cytoplasmic heavy chain dynein (DYNC1H1) when associated 

with dynactin and activated by LIS1/NDE1 or NDEL1 effectors. KIF2A is shown located at MT plus ends 

where it functions as a MT depolymerase. 
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Supplementary Table 1. Summary of the phenotype presented by individuals selected for exome sequencing.  

Patients are grouped according to the classification proposed by Barkovich
7
. Brain MRI of patients of groups A and B exhibit polymicrogyria 

(PMG) or lissencephaly phenotypes, respectively. (MCD: malformation of cortical development; CC: corpus callosum; SD: standard deviation; 

SBH: subcortical band heterotopias; PMG: polymicrogyria; Y: yes; N: normal; F: familial; S: sporadic; post.: posterior. 

Group Patient Microcephaly MCD Basal ganglia Corpus Callosum Brainstem Cerebellum Familial or sporadic 

A P20 (-4SD) Frontal and perisylvian PMG N Thin N N F 

A P122 (-4SD) Post. Pachygyria - Frontal PMG  Dysmorphic Dysmorphic Hypoplasic Vermian hypoplasia S 

A P205 N Asymetric Fronto-Parietal PMG Dysmorphic Post CC agenesis Hypoplasic Vermian hypoplasia S 

A P317 N/A Bifronto-perisylv Pmg N Thin N N S 

A P378 (- 3SD) Diffuse PMG N Thin  N N S 

A P386 (- 4SD) Perisylvian PMG N N Hypoplasic N S 

A P348 N Perisylvian PMG N Thin N N S 

A P398 N Bifronto-perisylv PMG N Dysmorphic N N S 

A P425 N Gyral simplification N N Hypoplasic Hypoplasic S 

A P506 N Perisylvian PMG N Thin N N S 

B P217 (-4SD) Frontal PMG and perisylvian-post agyria Dysmorphic Thick and dysmorphic Hypoplasic Vermian hypoplasia S 

B P306 (-2.5 DS) Post. Agyria and frontal pachygyria Dysmorphic Thick and dysmorphic Hypoplasic N S 

B P351 (-3SD) Post. Agyria and frontal pachygyria N Thick and dysmorphic Thin Hypoplasic S 

B P367 (-5.5SD) Post. Agyria and frontal pachygyria N Thin N N S 

B P388 (-4SD) Post. Agyria and frontal pachygyria N Thick and dysmorphic N N S 

B P462 (-4SD) Frontal SBH and post. pachygyria Dysmorphic Thin  N N S 
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Supplementary Table 2. Exome sequencing data. For each patient’s DNA the mean depth and % of nucleotides with a coverage depth of at least 5X or 

15X, respectively, and the total number of detected variations are shown. WG: whole genome; Snp: single nucleotide polymorphism; del: deletion; dup: 

duplication; x/y: heterozygous/homozygous. Note that the same variant can be counted in different types of mutations because of the existence of multiple 

isoforms for some genes.  

Group Patient Mean 

depth 

>5X 

(%) 

>15X 

(%) 

Total 

variations 

Total variations 

(excluding  

snp>1% 

Essential splicing 

sites 

Synonymous Non-

synonymous 

In frame 

del or 

dup 

Frameshift Stop 

gain 

Start or 

stop loose 

A P20 51 94 83 24058 613 38/2 137/9 403/12 3/0 7/0 26/1 3/1 

A P122 48 94 82 20123 246 6/0 67/0 154/4 8/4 5/1 3/0 0/0 

A P205 62 95 87 23215 629 24/1 237/7 344/9 14/1 5/0 7/0 3/0 

A P317 47 94 83 20790 291 10/0 94/1 161/5 7/0 11/0 7/0 3/0 

A P348 64 95 86 20859 323 15/1 108/2 173/6 11/5 10/3 4/0 0/1 

A P378 118 96 94 24070 423 14/2 123/1 241/5 17/7 16/4 4/0 1/0 

A P386 120 96 94 23534 396 17/3 108/4 205/11 23/4 21/1 10/1 3/0 

A P398 45 93 81 20310 316 13/0 88/1 207/0 3/1 4/2 6/0 2/0 

A P425 48 94 82 22601 707 20/1 265/4 383/7 17/2 8/2 12/0 4/0 

A P506 120 96 94 23452 430 18/3 121/1 215/9 42/4 23/1 8/0 4/1 

B P217 81 96 90 20429 260 8/0 72/0 173/0 4/0 4/0 5/0 2/0 

B P306 61 95 87 19925 437 10/0 128/0 276/1 9/2 10/1 8/0 1/0 

B P351 46 93 80 20411 246 8/1 72/2 159/3 7/3 4/0 4/0 0/0 

B P367 55 95 85 19262 263 15/0 77/0 165/0 9/0 5/0 6/0 0/0 

B P388 43 93 80 18084 228 10/0 66/1 148/2 4/0 1/1 3/0 1/0 

B P462 103 96 94 23686 503 23/3 139/9 281/8 25/7 19/3 4/0 2/0 
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 mean 70 95 86 21551 394 17 122 236 15 11 7 2 

 %      4,1 29,7 57,6 3,7 2,6 1,8 0,5 
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Supplementary Table 3. Summary of loci (minimum lodscore threshold: 0,9 and length: >1Mb) identified in the P20 family. Identified intervals using 

the model of an autosomal dominant disorder and a summary of variants identified in the proband (Patient III.1) of the P20 family following exome 

sequencing.    

 

INTERVAL Size 

(Mb) 

Total 

variations 

Total 

variations 

(excluding 

snp>1% 

Essential 

splicing 

Synonymous In frame 

del or 

dup 

Non-synonymous Frameshift Stop 

gained 

Start or 

stop lost 

Whole genome  24058 613 38/2 135/9 3/0 398/12 7/0 26/1 3/1 

linkage (treshold 0,9, Length 1Mb) 367,3 3015 77 7/1 19/1 2/0 50/0 1/0 1/0 1/0 

Chr1 : 159986339-169066351 9,1 78 1 0/0 0/0 0/0 0/0 1/0 0/0 0/0 

Chr1 : 201051582-203768328 2,7 61 1 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr2 : 107252924-113009021 5,8 43 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr2 : 113046185-157564814 44,5 193 7 2/0 1/0 0/0 5/0 0/0 0/0 0/0 

Chr3 : 188043232-197315115 9,3 407 9 0/0 3/0 0/0 6/0 0/0 0/0 0/0 

Chr4 : 140729346-145180928 4,5 21 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr4 : 155640777-178501293 22,9 65 1 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr5 : 233188-8790528 8,6 70 2 0/0 0/0 1/0 1/0 0/0 0/0 0/0 

Chr5 : 115412737-175074644 59,7 361 12 0/0 5/0 0/0 7/0 0/0 0/0 0/0 

Chr7 : 53285915-106106338 52,8 446 12 1/0 2/0 0/0 9/0 0/0 0/0 0/0 

Chr7 : 156767585-159072828 2,3 14 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr8 : 55912151-70493974 14,6 22 1 0/0 0/0 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 

Chr9 : 122302024-133481912 11,2 144 6 1/0 1/0 0/0 4/0 0/0 1/0 0/0 

Chr10 : 29499570-60265404 30,8 185 3 0/0 1/0 0/0 2/0 0/0 0/0 0/0 
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Chr10 : 78054402-91629054 13,6 89 1 0/0 0/0 0/0 1/0 0/0 0/0 0/0 

Chr11 : 5451875-21393685 15,9 287 6 3/0 0/0 1/0 4/0 0/0 0/0 1/0 

Chr11 : 126768090-134835614 8,2 44 3 0/0 1/0 0/0 2/0 0/0 0/0 0/0 

Chr12 : 20158160-24098019 3,9 19 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr14 : 72470336-94266671 21,8 156 6 0/0 2/0 0/0 4/0 0/0 0/0 0/0 

Chr15 : 93589177-102162555 8,8 55 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr18 : 14090993-23044024 9,0 47 0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 

Chr21 : 40448889-47874268 7,6 208 6 0/1 1/1 0/0 4/0 0/0 0/0 0/0 
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Supplementary Table 4. Summary of clinical and brain imaging phenotypes associated with mutations in KIF5C, KIF2A, TUBG1 and DYNC1H1 

genes.  SD: standard deviation; y: year; m: month; N: Normal; N/A: not available; SBH: subcortical band heterotopia; PMG: polymicrogyria; ID: intellectual 

disability; post: posterior. 

Patient  P20 P462 P147 P367 P388 P478 

Genetic Gene KIF5C KIF2A KIF2A TUBG1 TUBG1 TUBG1 

 Refseq NM_004522.2  NM_001098511  NM_001098511  NM_001070  NM_001070  NM_001070 

 cDNA c.710A>T c.961C>G c.950G>A c.1160T>C c.275A>G c.991A>C 

 Protein p.E237V p.H321D p.S317N p.L387P p.Y92C p.T331P 

 Transmission Maternal mosaicism de novo de novo de novo de novo Father DNA’s 
unavailable 

 Age at last 

evaluation 

1 m 1 y 4 y 21 y 1.5 y 31 y 

Clinic Head circumference Microcephaly (-4SD) Microcephaly (-4SD) Microcephaly (-

2.5SD) 

Microcephaly (-5.5 SD) Microcephaly (-4SD) Normocephaly 

 Neurodevelopment Bedridden Bedridden Bedridden Bedridden Bedridden Moderate ID 

 Neurological 

examination 

Spastic tetraplegia Spastic tetraplegia Spastic tetraplegia Spastic tetraplegia Spastic tetraplegia N/A 

 Epilepsy Early onset epilepsy Early onset epilepsy Early onset epilepsy Early onset epilepsy Infantile spasms  Early onset epilepsy  

 Axonal Neuropathy N N/A N/A N N N/A 

 Other signs Arthrogryposis IntraUterine Growth 

Retardation  

Nystagmus     Cataract 

MRI  Cortex Frontal and 

perisylvian PMG 

Frontal SBH and post. 

Pachygyria, Thick 

Cortex 

Post. Agyria and 

frontal Pachygyria 

Post. Agyria and frontal 

Pachygyria, Thick Cortex 

Post. Agyria and frontal 

Pachygyria, Thick Cortex 

Post. Pachygyria 

and post. SBH 

 Basal ganglia N Dysmorphic N N N N 

 Corpus callosum Thin Thin  Thin  Thin Thick and dysmorphic Thick and 

dysmorphic 

 Brainstem N N N N N N 

 Cerebellum N N N N N N 
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Patient  P144 P582 P122 P217 P398 P535 

Genetic Gene DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 

 Refseq NM_001376 NM_001376 NM_001376 NM_001376 NM_001376 NM_001376 

 cDNA c.del1976-1987 c.386A>T c.10008G>T c.10151G>A c.4700G>A c.10031G>A 

 Protein p.del659-662 p.K129I p.K3336N p.R3384Q p.R1567Q p.R3344Q 

 Transmission De novo de novo de novo de novo de novo de novo 

 Age at last evaluation 15 y 10 y 12 y  10 y 7 y 5 y 

Clinic Head circumference Microcephaly (-2.5 

SD) 

 Normocephaly Microcephaly (-4 SD) Microcephaly (-4 SD) Normocephaly Normocephaly 

 Neurodevelopment Bedridden  Severe ID Bedridden Bedridden Severe ID Severe ID - autistic 

features 

 Neurological 

examination 

Spastic tetraplegia  Normal Spastic tetraplegia Spastic tetraplegia Normal    

 Epilepsy Early onset epilepsy Late onset epilepsy Early onset epilepsy Early onset epilepsy Absent Lennox Gastaut  

 Axonal Neuropathy N/A N/A Foot deformities Foot deformities Foot 

deformities 

N/A 

MRI  Cortex Post. Pachygyria Post. Pachygyria Post. Pachygyria - Frontal 

PMG, Nodular Heterotopia  

Post. Pachygyria - 

Frontal PMG  

Frontal PMG Post. Agyria, Nodular 

Heterotopia 

 Basal ganglia N N Dysmorphic Dysmorphic N Dysmorphic 

 Corpus callosum Thin Thick Hypoplasic and Dysmorphic Dysmorphic N Hypoplasic and 

dysmorphic 

 Brainstem N N Hypoplasic Hypoplasic N N 

 Cerebellum N N Vermian Hypoplasia Mild vermian 

Hypoplasia 

N N 
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Patient    360J 346D-1 346D-2 346D-mother 574C 

Genetic Gene   DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 DYNC1H1 

 Refseq   NM_001376 NM_001376 NM_001376 NM_001376 NM_001376 

 cDNA   c.5884C>T c.9722A>C c.9722A>C c.9722A>C c.10031G>A 

 Protein   p.R1962C p.K3241T p.K3241T p.K3241T p.R3344Q 

 Transmission   de novo Familial Familial Familial de novo 

 Age at last 

evaluation 

  19 y 11 y 8 y 39 y 3 y 

Clinic Head circumference   Normocephaly Normocephaly Normocephaly Normocephaly 25% 

 Neurodevelopment   Severe ID Normal Mild ID  Normal Moderate ID 

 Neurological 

examination 

  Awkwardness Normal Awkwardness Normal Awkwardness 

 Epilepsy   Focal seizures from age 2 m to 

8 y 

Focal seizures since the age 

of 2 y 5 m 

Focal seizures since the age 

of 1 y 2 m 

Focal epilepsy since the 

age of 10 y 

Focal seizures since the 

age of 5 m 

 Axonal Neuropathy   N N N N N 

MRI  Cortex   Predominent post. pachygyria Post. Pachygyria Post. Pachygyria Post. Pachygyria Predominent post. 

pachygyria 

 Basal ganglia   N N N N N 

 Corpus callosum   N N N N N 

 Brainstem   N N N N N 

 Cerebellum   N N N N Small vermis 
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Supplementary Table 5. Summary of Grantham, PolyPhen and Sift scores
8-10

 for the identified KIF5C, KIF2A, TUBG1 and DYNC1H1 mutations. 

 

Gene refseq cDNA protein Grantham Score 

  

PolyPhen Score 

  

Sift Score 

KIF5C NM_004522.2 c.710A>T p.E237V 121 radical 1,000 Probably Damaging 0,00 Affect Function 

KIF2A NM_001098511 c.961C>G p.H321D 81 nonconservative 0,963 Probably Damaging 0,02 Affect Function 

KIF2A NM_001098511 c.950G>A p.S317N 46 conservative 0,996 Probably Damaging 0,00 Affect Function 

TUBG1 NM_001070 c.1160T>C p.L387P 98 nonconservative 1,000 Probably Damaging 0,00 Affect Function 

TUBG1 NM_001070 c.275A>G p.Y92C 194 radical 1,000 Probably Damaging 0,01 Affect Function 

TUBG1 NM_001070 c.991A>C p.T331P 38 conservative 0,989 Probably Damaging 0,06 Tolerated 

DYNC1H1 NM_001376 c.del1976-1987 p.del659-662 - radical - Probably Damaging - - 

DYNC1H1 NM_001376 c.386A>T p.K129I 102 radical 1,000 Probably Damaging 0,13 Tolerated 

DYNC1H1 NM_001376 c.10008G>T p.K3336N 94 nonconservative 0,998 Probably Damaging 0,07 Tolerated 

DYNC1H1 NM_001376 c.10151G>A p.R3384Q 43 conservative 0,994 Probably Damaging 0,22 Tolerated 

DYNC1H1 NM_001376 c.4700G>A p.R1567Q 43 conservative 1,000 Probably Damaging 0,03 Affect Function 

DYNC1H1 NM_001376 c.10031G>A p.R3344Q 43 conservative 0,817 Potentially Damaging 0,45 Tolerated 

DYNC1H1 NM_001376 c.5884C>T p.R1962C 180 radical 1,000 Probably Damaging 0,00 Affect Function 

DYNC1H1 NM_001376 c.9722A>C p.K3241T 78 nonconservative 0,863 Potentially Damaging 0,04 Affect Function 

DYNC1H1 NM_001376 c.10031G>A p.R3344Q 43 conservative 0,817 Potentially Damaging 0,45 Tolerated 
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Supplementary Table 6.  Number, length and dynamics of Bik1p-GFP labeled astral MTs. In this table G1 MTs were visualized with a 

Bik1p-GFP fusion in diploid cells. Results are average values ± s.e.m. Values in parentheses are the number of events, except for life-time in 

which the values in parentheses are the number of MTs.  Growing, shortening and pause duration are in minutes. *** p<0.001, non parametric 

Mann and Whitney test comparisons of mutant cells vs. WT cells. 

 

Strain Growth rate 

Shortening rate 

m / min 

Catastrophe frequency 

Rescue frequency 

Events / sec 

Growing duration 

Shortening duration 

Pausing duration 

Lifetime 

sec 

  

WT 0.74 +/-  0.0001 (54) 

0.74 +/-  0.0001 (44) 

0.023 +/-  0.003 (34) 

0.033 +/-  0.003 (30) 

0.44 +/-  0.04 (54) 

0.28 +/-  0.02 (44) 

0.23 +/-  0.02 (18) 

  

73.4 +/- 6.4 (38) 

  

p.W92C 0.77 +/-  0.01 (64) 

0.75 +/-  0.1 (52) 

0.022 +/-  0.004 (43) 

0.023 +/-  0.005 (39) 

0.49 +/-  0.05 (64) 

0.39 +/-  0.04 (52) 

0.21 +/-  0.02 (22) 

  

101.3 +/- 11.7 (37) 

  

p.V387P 0.75 +/-  0.0001 (63) 

0.75 +/-  0.0001 (56) 

0.025 +/-  0.004 (52) 

0.023 +/-  0.004 (43) 

0.42 +/-  0.03 (63) 

0.34 +/-  0.03 (56) 

0.26 +/-  0.03 (38) 

  

121 +/- 12.2 (30) *** 
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Supplementary Table 7.  MT Assembly rate, number and length of Bik1p-GFP labeled astral and spindle microtubules. Astral 

microtubules were examined in G1 cells. The frequency at which new MTs appeared at the SPBs (wt, n=10 cells; p.W92C, n= 15 cells; p.V387P, 

n=14 cells) is shown. Number, length and maximal mean were wt, n=38 MTs; W92C, n= 37 MTs; V387P, n=30 MTs). § Number of new MTs 

(resulting from either nucleation or regrowth) visible in the region of the SPBs per unit time. *** p<0.001, t test comparisons of mutant cells vs. 

WT cells. 

 

Strain MTs Assembled§ 

Per minute 

MT number 

Per cell 

MT length 

m 

Mean Max length 

m 

  

WT 1.42 +/-  0.11 2.3 +/-  0.09 2.2 +/-  0.14 3.1 +/-  0.19   

p.W92C 0.5 +/-  0.07*** 3.4 +/-  0.11*** 3.3 +/-  0.25*** 4.8 +/-  0.33***   

p.V387P 1.15 +/-  0.08 2.5 +/-  0.07 2.4 +/-  0.15 3.3 +/-  0.19   
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Supplementary Table 8. Summary of patient phenotypes associated with de novo mutations in candidate genes encoding proteins with no apparent 

relation to the centrosome or to MTs. Note that for 4 patients (317, 348, 306 and 351), no relevant mutations were identified, but inherited variants were 

found in the following genes: KIF20B, KIF26A, KIF9 (P317); KIF9, DNAH3 (P348); DNAH9, MCPH1 (P306); DNAH5 (P351). ID: intellectual disability; 

PMG: polymicrogyria.   

Group Patient Cortical 

Malformation 

Group 

ID Epilepsy Other 

symptoms 

Mutated 

candidate 

gene 

Mutation 

(cDNA; 

protein) 

Transmission  (Previously reported 

Associated disorder; OMIM)  

A P205 Asymetric PMG Moderate No seizure Spastic 

Hemiplegy 

ZNF674 c.601C>T; 

p.R201X 

X-linked gene. 

Inherited from the 

mother 

Mental retardation, X-linked; 

300573 

A P317 BiFrontoParietal 

PMG 

Severe 

Encephalopathy 

Early onset 

seizure 

Microcephaly  No       

A P348 Perisylvian PMG Moderate No seizure Spastic diplegia  No       

A P378 Diffuse PMG Severe 

Encephalopathy 

Early onset 

seizure 

  GRIN1 c.1975C>T; 

p.R659W 

de novo Mental retardation, autosomal 

dominant, 138249 

            CHRNB2 c.71G>A; 

p.W24X 

de novo Epilepsy, nocturnal frontal 

lobe; 118507 

A P386 Diffuse PMG Severe 

Encephalopathy 

No seizure Swallowing 

difficulties 

TBC1D22B c.1297G>T; 

p.E433X 

de novo None 

A P425 Gyral simplification Severe 

Encephalopathy 

No seizure Microphtalmy SOX2 c.480C>G; 

p.Y160X 

de novo Optic nerve hypoplasia and 

abnormalities of the central 

nervous system; 184429  

A P506 Perisylvian PMG Severe Neonatal 

seizures 

  SCN2A c.4782G>T; 

p.W1594C 

de novo Epileptic encephalopathy 

            RAI1 c.2564T>C; 

p.L855P 

de novo Syndromic mental retardation 

(Smith-Magenis syndrome); 

182390  

B P306 LIS-Post. Agyria Severe 

Encephalopathy 

Early onset 

seizure 

Foot deformities No       

B P351 LIS-Post. Agyria Severe Early onset 

seizure 

  No       
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KIF2A mutations causing malformations of cortical development alter 

ciliogenesis, neuronal migration and progenitors proliferation 

 

Loïc Broix, Richard Belvindrah, Ekaterina L Ivanova, Peggy Tilly, Nicolas Lebrun, 

Hélène Jagline, Giuseppe Muraca, Yoann Saillour, Nathalie Drouot, Frédéric Saudou, 

Laurent Nguyen, Juliette Godin, Fiona Francis, Maria-Victoria Hinckelmann & Jamel 

Chelly 

 

We recently reported that missense mutations in the KIF2A gene are implicated in 

malformations of cortical development. The protein encoded by this gene is known to 

be involved in microtubules disassembly, and is associated to cellular structures 

including spindle poles and primary cilia. Here, using cellular and in utero 

electroporation approaches, we show that the pathogenic KIF2A mutations leads to a 

combination of neurodevelopmental defects. These include the ectopic localization of 

migrating neurons associated with a reduced migration velocity, an increase in the pool 

of neurogenic radial glia as a consequence of a delay in cell cycle exit and disrupted 

ciliogenesis and localization of KIF2A in the primary cilia. Altogether, our data suggest 

that a delay in mitotic progression and ciliogenesis contribute to the pathogeny of 

KIF2A-related MCD.  

 

Introduction 

The formation of the complex architecture of the mammalian cortex relies on 

coordinated developmental processes beginning with an intense phase of progenitor’s 

proliferation in the ventricular zone (VZ) and subventricular zone (SVZ). Following this 

initial phase of corticogenesis, waves of committed post mitotic cells exit the cell cycle 

to undergo an active phase of migration. Excitatory projection neurons originate from 

the VZ and SVZ migrate radially along the radial glia fibers to reach their final 

destination throughout the cortical wall forming the laminar cortex. Neurons finally 



differentiate and acquire identities to establish cortical connectivity by axonal and 

dendritic extensions. 

In human, alterations in one of these developmental processes can lead to 

neurodevelopmental disorders including malformations of cortical development (MCD) 

that represent frequent causes of intellectual disability, psychomotor delay and severe 

epilepsy. 

Among the genetic causes involved in MCD disorders, the predominance of genes 

encoding microtubule (MT)-related proteins is increasingly convincing. For example, 

mutations in LIS1 and DCX, both of which encode proteins involved in MT 

homeostasis, are associated with a large spectrum of neuronal migration disorders 

encompassing agyria, pachygyria and laminar heterotopias (Bahi-Buisson et al., 2013; 

Gleeson et al., 1998; des Portes et al., 1998; Reiner et al., 1993). In addition to DCX 

and LIS1 genes, the importance of MTs in the development of the cortex is reflected 

by the finding that mutations in various tubulin genes, including -tubulin TUBA1A, -

tubulin TUBB2B, TUBB3 and TUBB and -tubulin TUBG1, cause a range of MCD 

syndromes, now referred to as the tubulinopathies (Bahi-Buisson et al., 2014; Breuss 

et al., 2012; Jaglin and Chelly, 2009; Keays et al., 2007; Poirier et al., 2010, 2013). 

These tubulin-related cortical dysgeneses are thought to involve a combination of 

abnormal neuronal proliferation, migration, differentiation and axonal growth (Breuss 

et al., 2012, 2016; Jaglin and Chelly, 2009; Poirier et al., 2013; Saillour et al., 2014; 

Tischfield et al., 2011). More recently, we have reported through whole-exome 

sequencing, mutations in genes encoding MT-dependent motor proteins DYNC1H1, 

KIF5C and KIF2A in a wide range of cortical and gyral pattern abnormalities associated 

with microcephaly, reinforcing the idea that MT-dependent mitotic and post-mitotic 

processes are major contributors to the pathogenesis of MCD (Poirier et al., 2013).  

As far as KIF2A is concerned, we have reported two de novo missense mutations in 

KIF2A gene identified in patients with posterior predominant pachygyria associated 



with microcephaly and highlighted the crucial role of KIF2A during cortical development 

(Poirier et al., 2013). 

KIF2A belongs to the Kinesin-13 family which regulates MT end dynamics through its 

ATP dependent MT-depolymerase activity (Desai et al., 1999; Walczak et al., 2013). 

Kinesin-13 proteins are largely described for their critical roles in the cell cycle (Ems-

McClung and Walczak, 2010). KIF2A is mainly localized at spindle poles to control 

bipolar spindle assembly and anaphase chromosome movements by destabilizing 

minus-end MT (Ganem et al., 2005; Jang et al., 2008; Kwon et al., 2016; Manning et 

al., 2007; Uehara et al., 2013). In addition to its role in the regulation of mitotic process, 

KIF2A is also implicated in various function in the nervous system. KIF2A is enriched 

in developing neurons and predominantly accumulated in growth cones where it is 

required for the regulation of axonal collateral branching and plays also a role in axonal 

pruning (Homma et al., 2003; Maor-Nof et al., 2013; Noda et al., 1995). Recently, 

KIF2A was shown to be a key regulator of primary cilia disassembly through its MT-

depolymerizing activity at the mother centriole and this activity is regulated by the 

mitotic kinase PLK1 that plays a crucial role in the coupling between cilia disassembly 

and cell proliferation (Miyamoto et al., 2015). 

In order to better understand pathophysiological mechanisms underlying MCD 

resulting from KIF2A dysfunction, we investigated the consequences of KIF2A mutants 

on cortical development. Here we provide evidence revealing that KIF2A mutants led 

neurodevelopmental defects that combine deregulation of neurogenesis and neuronal 

migration. Importantly, we showed that KIF2A mutations disrupt dynamics of 

ciliogenesis and neuronal progenitors cell cycle, suggesting a deregulation between 

mitotic progression and ciliogenesis. 

 

 

 

 



Results 

 

KIF2A is expressed during brain cortical development 

In view of our previous observations that mutations in KIF2A result in MCD in humans  

(Poirier et al., 2013), and keeping in mind that these pathologies are tightly associated 

to cortical development alterations (Bilgüvar et al., 2010), we first sought to examine 

the expression pattern of KIF2A protein at different stages of brain corticogenesis in 

mice. KIF2A was detected throughout the cortical wall at different developmental 

stages (E14, E16 and E18) with an enrichment in the ventricular zone (VZ) and cortical 

plate (CP), as shown by immunostainings against the endogenous protein in coronal 

sections of mouse brains (Fig.1a). This expression remained ubiquitous but became 

more homogeneous at postnatal day 2 where we can observe a uniform staining 

throughout the cortex.  

We then focused on embryonic day 16, a developmental stage in which there is active 

cell proliferation and neuronal migration. Endogenous KIF2A is expressed both in 

proliferating cells as well in postmitotic neurons. Immunostainings of cortical sections 

revealed that at this developmental stage KIF2A is present in the cytoplasm of Pax6 

positive radial glia in the VZ (Fig.1b), suggesting a possible role in cortical proliferation. 

Furthermore, in the CP and intermediate zone (IZ) KIF2A colocalizes with β-III tubulin 

(Tuj1), which is known to be expressed specifically in migrating and differentiating 

postmitotic neurons (Fig.1b). Taken together, MCD caused by KIF2A mutation along 

with KIF2A expression profile in developing cortex suggests a possible role in different 

stages of corticogenesis. 

 

Mutant KIF2A alters cortical neuronal positioning 

To investigate the potential role of KIF2A in neuronal development, we introduced 

different human KIF2A constructs or small hairpin RNAs (sh-RNAs) combined with a 



Tomato-reporter into neuronal precursors of mice embryos at embryonic day 14.5 

(E14.5) using in utero electroporation. 

First, to validated the efficacy of the sh-RNA, we transfected N2A cells and then 

performed western blot analysis. We can observe an effective suppression of the 

endogenous protein expression, as well as a strong downregulation of overexpressed 

constructs (Supplementary Fig.1a). We then electroporated this construct in E14.5 

embryos and studied the effect on neuronal positioning at E18.5. The downregulation 

of endogenous KIF2A leads to a mislocalisation of electroporated cells. Tomato-

positive neurons accumulate in the VZ/SVZ and IZ compared to those electroporated 

with the control sh-RNA (Fig. 2a). To rule out off-target effects of the sh-RNA, we also 

co-electroporated Kif2a sh-RNA along with the WT construct. This leads to an 

expression of the WT protein that resembles to that of the endogenous one 

(Supplementary Fig.1a). In this condition, electroporated neurons localization is 

similar to the control sh-RNA (Supplementary Fig. 1b).  

Next, we examined the consequences of the overexpression of KIF2A mutants in 

neuronal positioning. We could observe that in utero electroporation of KIF2A leads to 

an abnormal cellular distribution of the mutant protein compared to the wild type 

(Supplementary Fig. 1c). Whereas the overexpressed wild type protein is mainly 

diffusely dispersed within the cytoplasm, mutant KIF2A co-localizes with and appears 

as sequestered to MT. This is in agreement with previous observations described in 

cell cultures(Poirier et al., 2013). At E18.5 neurons expressing any of the two KIF2A 

mutants are mainly clustered in the IZ, with very few neurons migrating towards or 

reaching the cortical plate (Fig. 2a and data not shown). On the other hand, neurons 

expressing the wild type form of KIF2A are dispersed throughout the cortical wall. 

Indeed, compared to the control empty vector, the overexpression of wild type KIF2A 

leads to an accumulation of neurons in the intermediate zone. However, this effect is 

negligible compared to the mutant’s almost complete absence of electroporated cells 

in superficial layers of the developing cortex (Fig. 2b).  



To explore whether the embryonic phenotype observed persist postnatally, we studied 

the positioning of neurons electroporated at E14.5, at post-natal day 2 (P2). As shown 

in Fig. 2b, while most of the electroporated neurons that were knocked-down for 

endogenous KIF2A reach the most superficial cortical layers (IV-II), there is still a 

significant percentage of cells that remain located in the white matter. On the other 

hand, as in the control situation, the overexpression of the wild type form of KIF2A, 

leads to an almost complete absence of ectopic cells in the white matter, although 

there is a small but significantly lower proportion of electroporated cells reaching layers 

IV-II. These results suggest that the phenotype observed due to the overexpression or 

downregulation of KIF2A seems to be mostly transient as, with time, there is a recovery 

of the phenotype observed in early stages. 

Strikingly, in the case of cells expressing mutant KIF2As, abnormally positioned 

neurons at E18.5 remain arrested in the WM at postnatal stages (Fig. 2b). In this case, 

over 40% of electroporated neurons accumulate in the white matter compared to less 

than 5% observed in the control. Consistent with this, only 30% of mutant-expressing 

neurons are located in layers IV-II. Taken together, these results indicate that KIF2A 

has a key role in determining neuronal positioning during cortical development, and 

the pathogenic KIF2A mutation leads to an accumulation of ectopic neurons in the 

white matter that persists postnatally.  

 

Mutant and wild type KIF2A decreases migration velocity of postmitotic neurons  

To better understand the mechanism underlying the presence of ectopic neurons due 

to the expression of KIF2A constructs, we first focused on the migration of pyramidal 

neurons. 

Radial glia fibers act as the scaffold along which post-mitotic neurons migrate, being 

essential for proper migration (Barry et al., 2014). We therefore studied the 

organization of glial fibers. We could observe that the neither the knocking-down nor 

the expression of the pathogenic protein causes radial glia scaffold impairments. When 



brains were co-electroporated with KIF2A constructs along with radial glia specific 

promoter driven GFP (BLBP-GFP), we observed no evident alteration of glial 

scaffolding (Supplementary Fig. 2). 

To further dissect the neuronal positioning defect, we focused on specifically studying 

the postmitotic neuronal migration. For this, we in utero electroporated constructs that 

express GFP and the different versions of KIF2A under Doublecortin (DCX) promoter. 

DCX is a MT-associated protein expressed in postmitotic migrating neurons during 

development. Therefore, expression of electroporated constructs will be restricted to 

the pool of newborn neurons that exited the cell cycle and undergo neuronal migration, 

and is devoided from neural precursors. 

At E18.5, the specific expression of both wild type and mutant KIF2A in postmitotic 

neurons, resulted in an increased fraction of GFP-positive neurons remaining in the IZ 

with a corresponding depletion of cells reaching the CP compared to the control (Fig. 

3a). However, two days after birth the phenotype observed at E18.5 is still present for 

the mutant but highly recovered in the wild type control. When we study the postmitotic 

effects of mutant KIF2A on neuronal positioning at this stage, we can still observe an 

accumulation of electroporated cells in the white matter, and a dispersed distribution 

of migrating neurons throughout the cortical plate. On the other hand, an elevated 

percentage of electroporated neurons were able to reach the cortical plate and there 

is a complete absence of ectopic cells present in the white matter (Fig.3b) in the wild 

type control, comparable to the empty vector control. It is noteworthy that electroported 

cells still express KIF2A two days after birth (Fig.3c). Together, these results suggests 

that mutant KIF2A alters post-mitotic developmental processes that contribute to the 

abnormal distribution of migrating neurons. 

Therefore, we investigated whether KIF2A has a role in neuronal migration. For this 

aim, we performed videomicroscopy acquisitions of DCX-KIF2A expressing neurons 

in organotypic cultures. Time-lapse acquisitions demonstrated that the dynamics of 

pyramidal neurons is affected. While control neurons migrate at velocities close to 



10m/sec, the speed of migrating cells is reduced almost to half when the wild type or 

mutant form of KIF2A are overexpressed (Supplementary Fig.3). These results 

indicate that KIF2A affects migration of post-mitotic neurons, by controlling the speed 

of neuronal locomotion in the developing cerebral cortex. The decrease in migration 

velocity and not complete arrest of pyramidal neurons, could explain a delay of KIF2A-

overexpressing neurons to reach their final destination in the cortical plate with a 

consequent abnormal distribution of mutant KIF2A-expressing cell in the cortical wall.   

 

Mutant KIF2A alters neural progenitor proliferation and cell cycle exit 

In view of the high expression of KIF2A in proliferative zones (Fig. 1) we investigated 

whether KIF2A regulates the proliferation of apical and basal progenitors. To explore 

this, we electroporated KIF2A constructs, sh-RNAs and their respective controls in 

E14.5 embryos and analyzed the expression of PH3, Pax6 and Tbr2 in electroporated 

cells two days later. First, we focused on the regulation of progenitor proliferation. We 

observed that both Kif2a downregulation and mutant overexpression induce an 

increased proportion of progenitors in mitosis in the VZ. Indeed, there is a greater 

number of electroporated progenitors that colocalize with PH3 nuclei, and which is 

reflected in the higher mitotic index (Fig. 4a). Then, we analyzed the regulation of 

progenitor pool in electroporated neurons to determine the balance between 

proliferative and neurogenic divisions of radial glia. This revealed an increased 

percentage of electroporated cells that express independently radial glia marker Pax6 

and intermediate progenitor marker Tbr2 in the mutant condition as well as when the 

endogenous protein is knocked down (Fig. 4b). We also examined the apical junctions 

of radial precursors, known to be involved in symmetric versus asymmetric divisions 

in these cells (Fietz and Huttner, 2011; Shitamukai and Matsuzaki, 2012). For this, we 

labeled brain slices with -catenin antibody, and studied its distribution in the different 

experimental conditions. There was no apparent change in -catenin distribution, 



suggesting that apical junction integrity was not altered (Supplementary Fig. 4). This 

data indicates that both the presence of the mutant and the absence of Kif2a, but not 

the overexpression of the wild type protein, leads to an increased number of 

progenitors. 

To further study the basis of this increase in proliferative cells, we analyzed the 

consequences of KIF2A mutation on cell cycle regulations. To investigate this, we 

electroporated our different constructs at E14.5, followed by a pulse of EdU (5-ethynyl-

2’-deoxyuridin, a thymidine analogue) one day after to label progenitors undergoing 

DNA replication. Brains were collected and stained against the proliferative marker 

Ki67 at E16.5. Although there were no significant differences in the percentage of 

electroporated cells that incorporated EdU, we observed a significantly larger 

population of Ki67+ cells in the knockdown and mutant conditions. This resulted in a 

reduced number of cells exiting the cell cycle in the absence of KIF2A as well as in the 

pathogenic condition (Fig. 4c). These data show that progenitors expressing the 

pathogenic mutation or with decreased levels of KIF2A remain longer in cell cycle. It is 

important to point out that no alteration was observed in the wild type situation.   

 

Mutant KIF2A alters mitotic spindle integrity modifying mitotic progression 

In view of the in utero consequences of the pathogenic KIF2A mutation in the mitotic 

index, we sought to better understand the cellular mechanisms underlying this 

alteration in mitotic division. For this, we took advantage of patient-derived fibroblast 

bearing the mutated gene. We first investigated the distribution of KIF2A in metaphasic 

cells. As previously described (Ganem and Compton, 2004), KIF2A mainly localizes 

to spindle poles as seen by its co-localization with -tubulin, and is present at the mitotic 

spindle (Fig. 5a). On the other hand, the mutated version of the protein delocalizes 

from the mitotic spindle and accumulates at the spindle poles, surrounding the 

centrosomes.  We first sought to analyze spindle orientation during mitosis, which is 

known to regulate the balance between symmetric and asymmetric divisions and 



therefore cell fate, which could explain the increased pool of proliferative progenitors. 

However, no significant differences were observed between the control and mutant 

fibroblasts (Fig. 5b). We then focused on characterizing morphologically mitotic 

spindles by measuring their length, which is the distance from spindle pole to spindle 

pole. Then we analyzed the spindle width, considered to be the distance between the 

upper and lower extremities of the mitotic spindle in the metaphase plate (Fig. 5b). As 

shown by the quantifications, mutant fibroblasts have shorter spindles compared to 

controls, and we can also observe a reduction in the spindle width. To sum up, mutant 

KIF2A abnormal localization during mitosis leads to an alteration of mitotic spindle 

integrity. 

To further investigate the functional consequences resulting from this morphological 

defects, we focused on mitotic progression. In order to asses this, we took advantage 

of Kyoto cells which express Histone2B tagged with RFP, enabling us to perform time-

lapse live imaging to study the dynamics of mitosis. Cells were either transfected with 

a control empty vector or the mutant version of KIF2A, and were imaged for 90 min. 

Cells expressing the pathologic KIF2A protein, exhibit a delay in mitotic progression. 

They not only take a longer time to reach to metaphase alignment, but also anaphase 

was slower (Fig. 5c). This delay in mitosis progression could therefore explain the 

increased percentage of in utero electroporated PH3+ cells in the mutant condition.  

 

Mutant KIF2A alters primary cilia 

It has been well established that KIF2A localizes to basal body, and is required for 

regulating primary cilia disassembly. Indeed, KIF2A exhibits MT-depolymerizing 

activity at the mother centriole to disassemble cilia(Miyamoto et al., 2015). On the other 

hand, defects in primary cilia structure and function have been associated to numerous 

genetic diseases (Hildebrandt et al., 2011). Therefore, we assessed the impact of 

mutant KIF2A on primary cilia in patient’s fibroblasts. As previously observed), we 

found that wild type KIF2A localizes to the centrosomes as seen by its localization in 



the basal part of the primary cilia (Fig. 6a). On the other hand, the mutant version of 

the protein is less accumulated in the basal body and dispersed into the primary cilia, 

as shown by its colocalization with acetylated-tubulin.  

In view of the delocalization of mutant KIF2A to basal body and its abnormal 

localization into primary cilia, we assessed the impact of the mutation on ciliogenesis. 

For this purpose, we analyzed cilia formation in serum-deprived patient’s and control 

fibroblasts. We found an increase of over 10% in number of ciliated cells in fibroblasts 

carrying the mutation (Fig. 6b). Additionally, the length of this organelle is reduced 

from 4m to 3m in the pathological condition. Together, our data suggest a defective 

regulation of ciliogenesis in mutant cells, due to the abnormal distribution of the mutant 

protein.  

  



Discussion 
 
Two de novo missense mutations in KIF2A (c.961C>G, p.His321Asp and c.950G>A, 

p.Ser317Asn) have been recently identified as being the causative mutations of MCD 

cases, that presented cortical gyration abnormalities (Poirier et al., 2013). Here, we 

performed a combination of in vivo and in cellulo studies, to better understand the 

mechanisms underlying the pathogenesis of these mutations thought to be different 

from KIF2A loss-of-function related cortical development defects previously reported 

(Homma et al., 2003). Indeed, Kif2a knock-out mice (kif2a-/-) presented multiple brain 

alterations including laminary defects as a result of a faulty migration of newborn 

neurons, indicating that KIF2A is involved during brain development. Here, we 

demonstrate that KIF2A pathogenic mutation are stable and leads to an abnormal 

localization of neurons within the white matter during development and that persists 

after birth. Although the developmental phenotype observed due to the expression of 

the mutant protein resembles that of the downregulation and the knock-out animal 

model, the molecular mechanisms involved seem to be different. Firstly, it is worth 

mentioning that all mutations identified so far in genes related to MCD correspond to 

heterozygous missense mutations but not loss-of-function mutations, which is 

consistent with a dominant negative effect of the MCD causing mutations. Indeed, our 

previous data showed that KIF2A is mainly misslocalized along microtubules in 

heterozygous fibroblasts bearing the p.His321Asp mutation and this present study 

expand this phenotype to migrating neurons overexpressing KIF2A mutant. Given that 

KIF2A functions as a dimer (Moores and Milligan, 2006), these observations suggest 

that mutant KIF2A could sequester the wild type protein to MTs, probably blocking its 

function.  Moreover, contrary to the improvement in the localization of migrating 

neurons observed by the expression of the wild type protein in the knockdown 

situation, there is no such improvement for the mutant. Therefore, we cannot exclude 

that a gain of function could contribute to functional defects of MCD-related to KIF2A. 



Here, we provide evidences showing that the misslocalization of neurons is likely to 

result from the combination of migration and proliferation defects. We found that 

mutant KIF2A engenders a locomotion default in migrating projection neurons. 

Cytoskeleton remodeling is essential for this, as it ensures the dynamic cell-shape 

changes required for the proper migration of pyramidal neurons during development. 

Indeed, the formation and extension of the leading process, the movement of the 

centrosome in the leading process as well as the nucleokinesis are highly dependent 

on microtubules (Heng et al., 2010; Jiang and Nardelli, 2016; Kriegstein and Noctor; 

Tsai and Gleeson, 2005). In line with this, the downregulation of the MT-associated 

proteins Lis1 and DCX, also known to be implicated in MCDs, have severe 

consequences in neuronal migration (Bai et al., 2003; Tsai et al., 2007). Unlike 

conventional kinesins, KIF2A remodels MT network through its MT-depolymerizing 

activity (Walczak et al., 2013). The abnormal subcellular localization of mutant KIF2A, 

could modify its activity disrupting any of these processes. In agreement, we have 

observed that mutant KIF2A alters MT dynamics with a resulting increase in 

polymerization (data not shown). On the other hand, KIF2A mutations not only alter 

migration of pyramidal neurons, but also tangential interneuron migration. We 

observed a reduction in migration velocity as well as a change in interneuron’s typical 

morphology (preliminary data). During cortical development, interneurons migrate 

tangentially form the ganglionic eminences to the cerebral cortex to reach their 

appropriate location in the cerebral cortex. This suggests a possible contribution of 

tangential migration in the pathogenesis of MCDs, opening in this way an exciting new 

field of investigation. 

 

Interestingly, we found that mutant KIF2A is associated to cell cycle defects. Indeed, 

we observe a higher mitotic index and an increase in the number of apical and basal 

progenitors. Here, we propose that this is not due to an increase in proliferation per 

se, but rather to a delay in cell cycle progression with a longer duration of mitosis that 



could be reflected by a higher percentage of PH3 positive cells observed in vivo. This 

idea is supported by a set of evidence. First, our video-microscopy analysis shows a 

delay in mitotic progression, as a result of a defect during chromosome alignment in 

metaphase. Indeed, it has been shown that KIF2A regulates mitotic spindle formation 

and disassembly and that the consequences of KIF2A downregulation is consistent 

with our observations (Jang et al., 2008). Second, the increased amount of progenitors 

seems not to be due to an imbalance between symmetric and asymmetric divisions. 

This process is known to regulate cell fate and highly depends on mitotic spindle 

orientation. However, we did not observe any alteration in spindle angle during mitosis 

in cultured cells. Although this need to be further assessed in vivo, these results imply 

that the increase in progenitors pool could be due to a prolonged cell cycle. Finally, 

there is a decrease in cell cycle exit in vivo, consistent with the proposed hypothesis. 

It is well established that the date of birth of neurons is crucial in defining their identity 

and positioning within the cerebral cortex    (Greig et al., 2013). The delay in cell cycle 

exit observed in the mutant condition would therefore modify the fate of newly formed 

neurons as well as influence in their positioning in the cerebral cortex, contributing in 

the layering abnormalities observed in the pathology.  

On the other hand, it is interesting to note that miss-positioned neurons, could also 

alter progenitors proliferation. This regulatory feedback has been suggested by the 

observation that TUBB3, a post-mitotic neuronal specific tubulin, affects intermediate 

progenitors proliferation through an indirect mechanisms that depends on the 

positioning of migrating neurons (Saillour et al., 2014). The exact mechanism by which 

this occurs is still to be elucidated. However, it is well established that neuronal 

proliferation is controlled not only by cell autonomous mechanisms but depends as 

well on extracellular signals (Paridaen and Huttner, 2014).  

Our study also raises the possibility of an implication of the primary clia in the 

pathogenesis of the observed defects. Primary cilia are known for its important role in 

signal transduction from extracellular stimuli (Louvi and Grove, 2011). KIF2A has been 



reported to localize to the basal body of primary cilia, promoting cilia disassembly 

through its MT-depolymerizing activity (Miyamoto et al., 2015). Here, we show that 

mutant KIF2A is delocalized from the basal body to the cilium. Additionally, we 

observed that there is an increase in the number of ciliated cells in human fibroblast 

bearing KIF2A p.His321Asp mutation. The de-localization of KIF2A from basal body 

could result in a defective in cilia disassembly, increasing the number of ciliated cells. 

On the other hand, primary cilia is dynamically regulated during cell cycle,  (Izawa et 

al., 2015). This could suggest that the defects in cell cycle progression are secondary 

to ciliogenesis alterations. Although further studies need to be carried out better 

understand the association between these alterations, deregulation in ciliogenesis 

could contribute to the pathogenesis of KIF2A-associated MCD. 
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Methods 

 

Western blot 

Cells were lysed in RIPA buffer (Tris HCl 1M, pH 7.7; NaCl 5M; EDTA 0.5M; Triton X-

100) supplemented with protease inhibitors (Roche) and phosphatases inhibitors 

(Sigma Aldrich). Protein concentration was measured using Bio-Rad protein assay 

reagent (Biorad Laboratories, CA). Samples were denatured at 95°C for 10 min in 

loading buffer then resolved in SDS-PAGE and transferred onto nitrocellulose 

membranes. Membranes were then blocked in 5% non-fat milk in TBS buffer, 0.1% 

Tween and then immunoblotted using anti-Kif2A (ab37005, rabbit, Abcam, 1:10000), 

anti-Actin (mouse, IGBMC, 1:1000) antibodies. 

 

In utero electroporation. 

In utero electroporation was performed as described previously (Poirier et al., 2013) 

using Swiss mice (Janvier). Animal experimentations were performed at the IGBMC 

animal facilities. The study has the Animal Experimentation Research Ethics 

Committee approval (N° 2014-059). Timed pregnant mice (E14.5) were anesthetized 

with isoflurane (2 l per min of oxygen, 4% isoflurane during sleep and 2% isoflurane 

during surgery operation; Minerve). The uterine horns were exposed, and a lateral 

ventricle of each embryo was injected using pulled glass capillaries with Fast Green 

(2µg/ml; Sigma) combined with 1µg/µl of DNA constructs. Plasmids were further 

electroporated into the neuronal progenitors adjacent to the ventricle by discharging 

five electric pulses at 45V for 50ms at 950ms intervals using a CUY21EDIT 

electroporator (Sonidel Ltd). After electroporation, embryos were placed back in the 

abdominal cavity and development was allowed to continue until E16, E18 or P2. 

Embryos or pups brains were dissected and fixed in 4% PFA in PBS overnight.  



 

Immunohistochemistry. 

Fixed mouse brains were placed in a solution of 4% low melting agarose (Bio-Rad) 

and cut in coronal sections (80μm) using a vibrating blade microtome (Leica VT1000S, 

Leica Microsystems).Sections were blocked in PBS with 0.3% Triton-X100 and 2% of 

the appropriate serum at room temperature for 30 min. All primary antibodies were 

incubated overnight at 4°C with PBS, 0.3% Triton-X100 and 2% of serum. The 

following antibodies were used : anti-phospho Histone H3 (06-570, rabbit, 1:500, 

Millipore), anti-Tbr2 (14-4875-80, rat, 1:200, eBiosciences), anti-Pax6 (PRB-278P, 

rabbit, 1:200, Covance), anti-Kif2a (ab37005, rabbit, 1:6000, abcam), anti-GFP 

(A10262, chicken, 1:6000, ThermoFisher), anti-Cux1 (sc-13024, rabbit, 1:100, Santa 

Cruz),anti-Ki67 (IHC-00375, rabbit, 1:250, Bethyl Laboratories, Inc), anti-NeuN 

(MAB377, mouse, 1:100, Millipore), anti-βcatenin (610153, mouse, 1:500, BD 

Transduction Laboratories), anti-Arl13b (17711-1-AP, rabbit, 1:500, Proteintech), anti-

RFP (5F8, rat, 1:1000, Chromotek. After washes in 1X PBS, sections were incubated 

with corresponding Alexa Fluor conjugated secondary antibodies (Life Technologies) 

in a 1:500 dilution in 1X PBS for 1h30 at room temperature. After washes, sections 

were mounted with DAPI Fluoromount-G mounting medium (Interchim). Microscopy 

was performed on a TCS SP8 or a TCS SP5 II confocal microscopes (Leica 

Microsystems) and positioning analysis was achieved using ImageJ software (NIH) 

and proliferation and primary cilium analysis with LAS AF software (Leica 

Microsystems). Graphs were made in GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) and 

images were assembled with Adobe Photoshop 13.0.1 (Adobe Systems). 

 

EdU incorporation. 

For cell-cycle exit experiments, E14.5 electroporated pregnant mice were 

intraperitoneally injected 24h later with EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine solution, 

Invitrogen) diluted in sterile normal salineat the dose of 40 mg EdU/kg of body weight 



and embryos were harvested and fixed at E16.5. Edu staining was conducted using 

Click-iTEdU Alexa Fluor 647 Imaging Kit (Invitrogen) according to manufacturer’s 

protocol. 

 

Expression constructs. 

Commercially available Human untagged KIF2A cDNA (NM_004520) cloned in 

pCMV6-XL5 vector (SC117315) were purchased from Origene. Mutation 

(p.His321Asp) was introduced by site directed mutagenesis using QuikChange Site-

Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies). WT and mutated cDNA encoding 

human KIF2A were then inserted in the multiple cloning site of psiSTRIKE vector under 

the CAG promoter and between the DCX promoter and IRES-EGFP sequences in 

DCX-IRES-GFP vector kindly provided by U. Mueller (TSRI, CA, USA). BLBP-GFP 

plasmid was kindly provided by N. Heintz (The Rockefeller university, NY, USA). 

pDEST47-Arl13b-GFP was purchased from Addgene (#40872). For short hairpin Kif2a 

silencing constructs, a 29-mer sequence targeting the 3’UTR of the mouse 

Kif2atranscript and a HuSH 29-mer non-effective shRNA scrambled cassette, both 

commercially designed and provided by Origene in the p-GFP-V-RS vector 

(TG505433), were then subcloned in the psiSTRIKE vector under the U6 promoter. 

Plasmid DNAs used in this study were prepared using the EndoFree plasmid 

purification kit (Macherey Nagel).  

 

Cell culture, transfections and immunofluorescence. 

Control and patient’s derived fibroblasts carrying the KIF2A pHis321Asp mutation were 

maintained in DMEM supplemented with 10% foetal bovine serum at 37ºC. Kyoto cells 

were grown in DMEM supplemented with 10%foetal bovine serum, 2mM Glutamine, 

0.5mg/ml of G418 and puromycin at 0.5µg/ml. Transfection of plasmids was done 

using Lipofectamine 2000 (Lifetechnologies) following manufacturer’s instructions. For 

cilia analysis, fibroblasts at 70% confluence were serum starved for 24h before fixation. 



Immunofluorescence images were performed by fixing cells with 4% 

paraformaldehyde solution for 20 minutes. Slides were blocked by a 30 minutes 

incubation with 0.3% Triton-X100 and 2% of the appropriate serum in PBS. Primary 

antibodies were incubated overnight in blocking solution in the following 

concentrations: acetylated-tubulin (32-2700, mouse, 1:500, Thermofisher), -tubulin 

(ab6160, rat, 1:1000, Abcam), -tubulin (T6557, mouse, 1:500, Sigma Aldrich). 

Following, slides were incubated with the corresponding Alexa Fluor conjugated 

secondary antibodies (Life Technologies) in a 1:500 dilution in 1X PBS for 30 minutes 

at room temperature. Slides were mounted with a Dapi containing Fluoromount-G 

mounting medium (Interchim). Images were acquired using TCS SP8 or a TCS SP5 II 

confocal microscopes (Leica Microsystems). 

 

Videomicroscopy 

For cell cycle progression studies, Kyoto cells stably expressing H2B-RFP and -

tubulin-GFP, were cultured in 35 mm diameter bottom glass petri-dishes (MatTek). 48h 

after transfection, mitosis progression was imaged using a TCSSP8 confocal 

microscope kept at 37ºC with 5% CO2. Acquisitions were every 3 min for 12 hours. 

For time-lapse analysis of migrating neurons, electroporated E16.5 mouse embryos 

brains were embedded in 3% agarose and sliced (300m) with a vibratome (VR1000S, 

Leica, Wetzlar, Germany). Brain slices were cultured up to 24 hours in semi-dry 

conditions (Millicell inserts, Merck Millipore), in a humidified incubator at 37°C in a 5% 

CO2 atmosphere in wells containing Neurobasal medium supplemented with 1% B27, 

1% N2, and 1% penicillin/streptomycin (Gibco, Life Technologies, Ghent, Belgium). 

Slice cultures were placed in a humidified and thermo-regulated chamber maintained 

at 37°C on the stage of an inverted confocal microscope. Time-lapse confocal 

microscopy was performed with a Nikon A1 Eclipse Ti laser scanning confocal 

microscope. Images were taken with a 40X objective and 25 successive “z” optical 



plans spanning 50 μm every 30 minutes during 10 hours. Sequences were analyzed 

using Image J.  

 

Spindle parameters assays 

To increase the proportion of cells in mitosis, fibroblasts were synchronized by 

incubating cells with 9M RO-3306 (Roche) for 18 hours. Cells were released from 

inhibition by incubating with fresh media for 35 min before fixation. Spindle parameters 

were calculated using imageJ. The spindle angle was considered to be the one formed 

by between pole-pole axis and the substratum plane. Spindle length was measured as 

the distance between the two spindle poles. Spindle width is the desistance between 

the upper and lower extremities of the mitotic spindle in the metaphase plate. 

 

Statistics.  

All statistics were calculated with GraphPad Prism 6 (GraphPad Software). Final 

counts are presented as the mean percentages ± standard error of the mean. One-

way ANOVA was performed for multiple comparisons (Empty vector, KIF2A WT and 

KIF2A p.His321Asp) followed by Dunnett’s post hoc tests, whereas unpaired two-tailed 

Student’s t-test was used for dual comparisons (Scramble-RNA vs. sh-RNA). P< 0.05 

was considered significant with *P< 0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001, ****P< 0.0001. Based 

on previous in utero electroporation experiments performed in our laboratory, we 

considered that at least 3 embryos per conditions would be necessary. After 

histological examination, only brains with comparative electroporated regions and 

efficiencies were conserved for quantification. Data distribution was not tested but 

assumed to be normal. The investigator was not blinded for data collection and 

analysis.  

  



Figure legends 

 

Figure 1: KIF2A expression pattern during development. (a) Coronal sections of 

brain cortices at different developmental stages (E14, E16, E18, P2) showing KIF2A 

protein expression in brain cortical wall. (b) Brain sections at E16 showing 

colocalization of KIF2A with radial glia (Pax6) and post-mitotic neurons (Tuj1). CP, 

cortical plate; IZ, intermediate zone; VZ, ventricular zone; Ctx, cortex; WM, white 

matter.  

 

Figure 2: Kif2A downregulation and overexpression affects neuronal 

positioning. (a) Coronal sections of cerebral cortex electroporated at E14.5 and 

analyzed at E18.5. Histograms show the distribution of tomato-positive cells 

expressing different constructs in the ventricular/subventricular zone (VZ/SVZ), 

intermediate zone (IZ) and the cortical plate (CP). Data are shown as mean +/-  s.e.m. 

(b) Representative images of brain cortices electroporated at E14.5 and analyzed at 

P2. Sections were stained for a neuronal marker, NeuN, and an upper-layer maker, 

Cux1, and were counterstained with DAPI) to determine neuronal positioning. 

Histograms show the quantification of the distribution of electroporated cells in the 

white matter (WM), and different cortical layers (II-VI). Data are shown as mean +/- 

s.e.m.  

 

Figure 3: Postmitotic effects of wild type and mutant KIF2A (a) Distribution of 

postmitotic GFP-positive neurons expressing different KIF2A contructs under DCX 

promoter in mouse brain cortex. Brains were electroporated at E14.5 and analyzed at 

E18.5. Histograms represent the percentage of electroporated neurons that reside in 

the IZ and CP of developing cortex. Data are shown as mean +/- s.e.m. (b) 

Immunolabeling of brain sections of P2 mice electroporated at E14.5 with mutant, wild 



type or control empty vector under DCX promoter. Quantification of represent the 

distribution of GFP+ cells in the white matter and different cortical layers (II-VI).  

 

Figure 4: Effect of KIF2A in progenitors proliferation (a) Confocal images of E16.5 

brain cortices electroporated two days before, showing electroporated cells and co-

labeled with PH3. Quantifications represent the percentage of electroporated cells that 

co-express PH3 (Mitotic index). Data are shown as mean +/- s.e.m. (b) Distribution of 

Pax6/GFP+ cells and Tbr2/GFP+ cells on E16.5 coronal sections from brains 

electroporated at E14.5 (left panels). Right panels represent the localization of 

electroporated cells that colocalize with Pax-6 (red dots), Tbr-2 (gray dots) or both 

(yellow dots). Dotted line delimits the area of quantification. Histograms show the 

percentage of electroporated cells that express the different markers. Data are 

expressed as mean +/- s.e.m. (c) Coronal sections of E16.5 cortices, in utero 

electroporated at E14.5, followed by EdU injection at E15.5 and immunolabeled 

against Ki67and EdU (left panels). Right panels represent the distribution of 

electroporated cells expressing Ki67 (red dots), EdU (gray dots) or both (yellow dots). 

Quantifications represent the percentage of electroporated cells that incorporated EdU 

(upper left), that were positive for Ki67 (upper right) and that exit the cell cycle 

(GFP+EdU+Ki67-/ GFP+EdU+) (bottom). Data are represented as mean +/- s.e.m.  

 

Figure 5: Mutant KIF2A alters mitotic spindle in patients fibroblasts (a) 

Immunofluorescent images of metaphasic fibroblasts expressing wild type or mutant 

KIF2A and stained against KIF2A (red), -tubulin (blue) and -tubulin (green). (b) 

Representative image depicting spindle width, length (upper panel) and spindle angle 

measurements (lower panel). Quantification of spindle orientation (upper left), length 

(upper right) and width (bottom) in metaphasic fibroblasts. Data are represented as 

mean +/- SD. (c) Representative time-lapse sequence of Kyoto cells expressing H2B-

RFP and transfected with empty vector or mutant KIF2A construct.  



 

Figure 6: Mislocalisation of mutant KIF2A in primary cilia. (a) Immunofluorescent 

staining of KIF2A (green) and acetylated-tubulin labeling primary cilia (red) in KIF2A 

p.His321Asp patient-derived and control fibroblasts. (b) Quantification of the 

percentage of ciliated cells and cilia length in control and patient’s fibroblasts.  

 

Supplementary Figure 1: Constructs and overexpression validation. (a) Western 

blot of N2A protein extracts, showing KIF2A expression after transfection with 

Scramble-Sh, sh-Kif2a, KIF2A WT, KIF2A p.His321Asp or control empty vector. (b) 

Brain slices of E18.5 embryos, showing the distribution of Tomato+ cells, 

electroporated at E14.5. Histogram represents the distribution of electroporated 

neurons in the venticular zone/ subventricular zone (VZ/SVZ), intermediate zone (IZ) 

and cortical plate (CP). (c) Coronal section of mouse embryos showing the subcellular 

distribution of in utero electroporated wild type and mutant KIF2A (red) and GFP 

(green) and counterstained with DAPI (blue).    

 

Supplementary Figure 2: KIF2A does not affect radial glia fibers. Coronal sections 

of E16.5 mouse cortices electroporated two days before with BLBP-GFP together with 

KIF2A constructs.  

 

Supplementary Figure 3: Migration velocity of postmitotic neurons. 

Quantification of migration velocity of neurons electroporated with different DCX 

constructs, and analyzed by time-lapse video-microscopy in organotypic slice culture.  

 

Supplementary Figure 4: KIF2A does not affect apical junctions of radial glia. -

catenin staining in E16.5 brain sections of in utero electroporated mice.  
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Development of the human cerebral cortex requires coordinated 

spatial and temporal regulation of interdependent developmental 

processes that include proliferation, migration and layering, as well 

as differentiation of distinct neuronal populations1,2. Disruption of 

any of these processes can result in a wide range of developmental 

disorders. Many of these disorders are classified within the group 

of malformations of cortical development (MCD) that includes 

lissencephaly, pachygyria, polymicrogyria (PMG), microcephaly  

and PNH3–5. MCD are often associated with severe intellectual  

disability and epilepsy, and their evolving classification is based on 

the developmental process thought to be affected first in combination 

with the underlying disrupted genes and biological pathways3.

Within the group of MCD associated with neuronal migration 

abnormalities, PNH represents about 31% of MCD (R.G., unpub-

lished data). Anatomically, PNH is characterized by bilateral ectopic 

nodules of gray matter lining the lateral ventricles. Clinical presenta-

tions in patients with PNH are heterogeneous, although seizures and 

learning difficulties are the most common clinical features5.

So far, mutations in the X-linked FLNA gene (filamin A)6, encoding 

a widely expressed 280-kDa actin-binding phosphoprotein, account 

Mutations in the HECT domain of NEDD4L lead 
to AKT–mTOR pathway deregulation and cause 
periventricular nodular heterotopia

Loïc Broix1–5,22, Hélène Jagline1–4,22, Ekaterina L Ivanova1–4, Stéphane Schmucker1–4, Nathalie Drouot1–4, 
Jill Clayton-Smith6, Alistair T Pagnamenta7, Kay A Metcalfe6, Bertrand Isidor8, Ulrike Walther Louvier9, 
Annapurna Poduri10, Jenny C Taylor7, Peggy Tilly1–4, Karine Poirier5, Yoann Saillour5, Nicolas Lebrun5, 
Tristan Stemmelen1–4, Gabrielle Rudolf1–4, Giuseppe Muraca5, Benjamin Saintpierre5, Adrienne Elmorjani5, 
Deciphering Developmental Disorders study11, Martin Moïse12, Nathalie Bednarek Weirauch13, Renzo Guerrini14,  
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Neurodevelopmental disorders with periventricular nodular heterotopia (PNH) are etiologically heterogeneous, and their 
genetic causes remain in many cases unknown. Here we show that missense mutations in NEDD4L mapping to the HECT 
domain of the encoded E3 ubiquitin ligase lead to PNH associated with toe syndactyly, cleft palate and neurodevelopmental 
delay. Cellular and expression data showed sensitivity of PNH-associated mutants to proteasome degradation. Moreover, an  
in utero electroporation approach showed that PNH-related mutants and excess wild-type NEDD4L affect neurogenesis, 
neuronal positioning and terminal translocation. Further investigations, including rapamycin-based experiments, found 
differential deregulation of pathways involved. Excess wild-type NEDD4L leads to disruption of Dab1 and mTORC1 pathways, 
while PNH-related mutations are associated with deregulation of mTORC1 and AKT activities. Altogether, these data provide 
insights into the critical role of NEDD4L in the regulation of mTOR pathways and their contributions in cortical development. 
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for about 50% of bilateral PNH and the associated Ehler–Danlos  

conditions affecting mostly females7. Compelling studies suggested 

that FLNA-related PNH results from the combination of defects 

affecting the polarized radial glia scaffold and its adhesion to the 

neuroependymal membrane, neural progenitor proliferation and neu-

ronal migration8–10. Other mechanisms contributing to PNH devel-

opment were proposed following the identification of rare familial  

forms of PNH associated with recessive mutations in ARFGEF2, 

which encodes the ADP–ribosylation factor guanine exchange factor 2  

(GEF2)11. Finally, other genetic forms of PNH have been mapped 

through array comparative genomic hybridization (aCGH) studies, 

but only one potential causal gene, C6orf70 (ERMARD) located at 

6q27, has been identified12.

Here we provide evidence implicating the E3 ubiquitin ligase gene 

NEDD4L in the development of PNH. We report the identification 

of missense mutations in NEDD4L in patients with PNH, bilateral 

syndactyly, cleft palate and neurodevelopmental delay. We further 

show that PNH-related NEDD4L mutants disrupt neurodevelopmen-

tal processes, likely through dysregulation of the mTOR and AKT 

signaling pathways.

RESULTS
Patients with PNH analyzed by whole-exome sequencing  
and mutations in NEDD4L
We used clinical and brain magnetic resonance imaging (MRI) data 

from patients with MCD referred for genetic investigations and 

selected 15 patient–parent trios for analysis by whole-exome sequenc-

ing. All families had a single affected patient with bilateral PNH.  

For the whole-exome sequencing approach, we applied a previously 

described experimental workflow to detect and prioritize sequence 

variants and validate significant findings13,14. We then analyzed fil-

tered exome data and searched for recurrence of de novo mutations 

in the same gene in unrelated patients. We identified de novo mis-

sense changes in NEDD4L in two patients with bilateral contiguous 

PNH, bilateral syndactyly of the second and third toes, and neu-

rodevelopmental delay (P158 and BRC217; Fig. 1a,b, Table 1 and 

Supplementary Note). After validation of the mutations by Sanger 

sequencing (Supplementary Fig. 1a,b), we screened NEDD4L (coding  

exons and their flanking sequences) in a cohort of 96 patients with 

MCD and identified the c.2677G>A mutation (already detected 

in BRC217) in one additional patient (P347; Fig. 1c, Table 1 and 

Supplementary Fig. 1c). Interestingly, the phenotype of this patient 

was also characterized by bilateral PNH, bilateral syndactyly of the 

second and third toes, and neurodevelopmental delay (Table 1 and 

Supplementary Note). As the family of patient P347 consisted of two 

affected children (P347 and her brother), a healthy girl and healthy 

parents (Supplementary Fig. 1c), we tested the segregation of the var-

iant in all members of the family. We found the variant to be present in 

a heterozygous state in the affected brother but absent from the DNA 

of the healthy sister and father. For the mother, however, sequencing 

traces consistently showed an imbalance in the height of the peaks 

corresponding to normal and variant alleles (Supplementary Fig. 1c).  

Altogether, these results were suggestive of germline and somatic 

mosaicism of a NEDD4L variant in the mother. To confirm this and 

evaluate the level of somatic mosaicism, we analyzed the mother’s 

DNA by digital droplet PCR and found that the frequency of the 
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Figure 1 Mutations in NEDD4L cause PNH and syndactyly. (a–e) Photographs and representative sections of brain MRIs for affected individuals 

illustrating frequent toe syndactyly and constant PNH. For each patient, two axial sections, or one axial and one coronal section, show confluent nodules 

of heterotopia lining the lateral ventricles (arrowheads). Sagittal sections show thin (c) or dysmorphic (a and c, II-3) corpus callosum. In d, in addition  

to PNH (arrowheads), the MRI section shows frontal PMG (white arrows). MRIs were performed at the age of 8 years (a), 12 months (b), 9 and  

12 months (c), 7 months (d) and 8 months (e). MRIs were not available for patient Pnh31124 with the c.2082G>T; p.Gln694His mutation. Written consent  

was obtained to publish patient photographs. (f) Linear representation of the NEDD4L polypeptide showing the positions in the HECT domain of the 

heterozygous PNH-associated mutations. NEDD4L protein is characterized by an N-terminal C2 domain known to bind Ca2+ and phospholipids17, two to 

four WW protein–protein interaction domains16 responsible for recognition of the substrate, and the C-terminal catalytic HECT domain18.
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mutated allele was around 16% (Supplementary Table 1). In view of 

these molecular data, the mother was reexamined and neurological, 

cognitive and behavioral evaluations were found to be normal.

Shortly after these initial findings, we reinforced the implication 

of NEDD4L by the identification of additional de novo mutations in 

three unrelated patients with PNH (Table 1). The first patient (PNC: 

Fig. 1d, Table 1 and Supplementary Fig. 1d) was identified through 

targeted screening of an MCD-related panel of genes in which we 

included NEDD4L. The second and third patients—DDDP110533 

(Fig. 1e, Table 1 and Supplementary Fig. 1e) and Pnh31124 (Table 1  

and Supplementary Fig. 1f)—were identified through data sharing 

of trios exome sequenced and analyzed as part of the Deciphering 

Developmental Disorders and Epi4K Consortium studies. For all 

three patients, brain MRI results also showed the presence of PNH 

associated with syndactyly and neurodevelopmental delay (Fig. 1d,e, 

Table 1 and Supplementary Note).

NEDD4L15 (also known as NEDD4-2) encodes a member of the 

NEDD4 family of HECT-type E3 ubiquitin ligases known to regulate 

the turnover and function of a number of proteins involved in funda-

mental cellular pathways and processes16–19. Interestingly, all muta-

tions associated with PNH mapped to the HECT domain (Fig. 1f), and 

relevance of their pathogenic effect was suggested by the high degree 

of conservation of the affected residues (Supplementary Fig. 2a), bio-

informatics predictions (from the MutationTester tool) and structural 

modeling of the HECT domain (Supplementary Fig. 2b–j).

Functional effects of wild-type NEDD4L and NEDD4L mutants
We first analyzed the expression of Nedd4l during mouse brain  

development. As illustrated in Supplementary Figure 3a (in situ hybridi-

zation at embryonic day (E) 15), Nedd4l transcripts were homogenously 

distributed in the cortical plate, ventricular zone and ganglionic emi-

nences. Moreover, analysis of Nedd4l expression by real-time qPCR in 

developing mouse cortex from E12.5 to E18.5 showed a peak of expres-

sion at E16.5 (Supplementary Fig. 3b), a developmental stage character-

ized by both proliferation and migration.

To assess the cellular consequences of PNH-related mutations, we 

transfected N2A cells with cDNA constructs for wild-type NEDD4L 

and three different mutants and compared expression levels and  

localization by immunofluorescence (Fig. 2). We found that wild-type 

NEDD4L was highly expressed (Fig. 2a and Supplementary Fig. 4), 

and its localization was in line with what was previously reported20. In 

contrast, PNH-related mutant proteins were hardly detectable. Indeed, 

48 h after transfection, we only detected a faint signal, comparable to 

the background signal of cells transfected with control empty vector 

(Fig. 2a). Similar results were observed upon transfection of primary 

cultured mouse neurons (Supplementary Fig. 4). We also confirmed 

the lack of mutant NEDD4L expression by immunoblotting using 

protein extracts from transfected N2A cells (Fig. 2b). In view of these 

results, we hypothesized that PNH-associated mutants are unstable 

and examined NEDD4L protein expression in transfected cells treated 

with the proteasome inhibitor MG132. We observed by immunofluo-

rescence and immunoblot experiments high levels of expression of 

PNH-related NEDD4L mutants (Fig. 2a,b).

To further ascertain that the instability of NEDD4L mutant proteins 

represents a disease-relevant phenotype, we tested the expression of three 

control variants reported in the ClinVar and/or Exome Aggregation 

Consortium (ExAC) databases. Referring to NM_001144967, these 

variants are c.698C>T, p.Ser233Leu; c.535T>A, p.Ser179Thr and 

c.2614G>A, p.Gly872Ser (located in the HECT domain). Cellular 

localization and expression levels for the different control versions 

of NEDD4L constructs were similar to those of wild-type NEDD4L 

(Supplementary Fig. 5a,b).

To strengthen the implication of a post-transcriptional mechanism, 

we analyzed the expression of NEDD4L transcripts by qRT–PCR using 

Table 1 Summary of clinical and neuroimaging features of patients harboring NEDD4L mutations

Patients with PNH

P158 c.2690G>A  

p. Arg897Gln

P347 c.2677G>A  

p.Glu893Lys P347-II.2 P347-II.3

BRC217 

c.2677G>A 

p.Glu893Lys

PNC c.2677G>A 

p.Glu893Lys

Pnh31124 

c.2082G>T 

p.Gln694His

DDDP110533 

c.2036A>G  

Tyr679Cys

Inheritance De novo

Maternal  

mosaicism

Maternal  

mosaicism De novo De novo De novo De novo

Sex M F M F F F M

Birth (GW) 40 41 41 41 38 Full term 40

Birth weight 3,750 3,160 NA 3,120 3,360 NA 3,000

Syndactyly + + + + − + +

Hypotonia + (at birth) NA NA ++ (at 2 months) + (axial hypotonia  

at 34 months)

+ + (unable to sit or walk 

at 6 years)

Cleft palate − + Bifid uvula + + + + (with micrognathia)

Age at last examination 6 years 12 years 2 years 4 months 4 years 8 months 6.2 years

HC (cm) 54 (+1.5 s.d.) 50 (−2.4 s.d.) 49.8 (+0.7 s.d.) 39 (−1.2 s.d.) 48 (−1.2 s.d.) 43 (−1 s.d.) 49.7(−2.32 s.d.)

Height (cm) 1.08 (−1.5 s.d.) 125 (−3.5 s.d.) 88 (+0.8 s.d.) 61 (M) 100 (+2 s.d.) 68 (−0.5 s.d.) NA

Weight (kg) 16.5 (−1.5 s.d.) 25 (−2.5 s.d.) 10.9 (+0.7 s.d.) 5.29 (−1.1 s.d.) 14 (−0.8 s.d.) 7.6 (−2 s.d.) 20 (−0.51 s.d.)

Developmental delay + + (severe) + (severe) + + + + (severe)

Seizures − + (late onset) + − − + (IS at 5 months) +

Brain MRI findings At 8 years At 9 months At 2 months At 12 months At 7 months At 8 months At 8 months

PNH + (bilateral) + (bilateral) + (bilateral) + (bilateral) + (bilateral) + (bilateral) + (bilateral)

CC anomalies − − − Dysmorphic Dysmorphic − −

Cortex anomalies − Cerebral atrophy − Frontal cortical 

dysplasia

PMG − −

Cerebellum anomalies − − − − − − −

Other Myopia Optic atrophy  

Hearing  

impairment

Convergent  

Strabismus  

cryptorchidism

Hearing  

impairment,

Dysmorphic 

features

Abnormal visual 

evoked potentials, 

optic nerve pallor

Arthrogyposis,  

cryptorchidism, ptosis, 

complex strabismus

PNH, periventricular nodular heterotopia; PMG, polymycrogyria; CC, corpus callosum; GW, gestational week; HC, head circumference; IS, infantile spasm; NA, not available; +, 

present; −, absent. Transcript NM_001144967.2 (ENST00000400345) and protein Q96PU5 were used for annotation of nucleotide and protein changes, respectively.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001144967
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001144967.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/Q96PU5
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cotransfected reporter GFP as a normalizer. We found that wild-type 

NEDD4L transcript levels were approximately 1.5- to 2-fold higher than 

mutant levels (Supplementary Fig. 6), a range of difference that does 

not explain the almost complete absence of the mutant proteins.

Because all the mutations map to the catalytic HECT domain of the 

NEDD4L E3 ligase and lead to protein instability, we sought to assess 

the consequences of disease-causing variants for enzymatic activity 

and self-ubiquitination. To this end, we focused on the Arg897Gln 

mutant and compared by two different approaches the ubiquitination 

ability of wild-type NEDD4L and the mutant.

First, to test specifically for NEDD4L ubiquitination, we transfected 

N2A cells with cDNA constructs encoding N-terminally V5-tagged 

NEDD4L, immunoprecipitated NEDD4L from lysates using antibody 

to V5 and immunoblotted with an antibody to ubiquitin to detect 

conjugation of ubiquitin. Long exposure times for the immunoblots  

showed a high-molecular-mass smear mainly representing self- 

ubiquitinated wild-type and mutant NEDD4L. Interestingly, despite 

the instability of the V5-tagged mutant protein and its low amount, 

the intensity of the smear detected by antibody to ubiquitin was com-

parable to that for the wild-type protein (Supplementary Fig. 7a).
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Figure 2 Expression and cellular localization of wild-type and mutant NEDD4L. (a) Tomato/DAPI and NEDD4L detection in N2A cells transfected 

with empty vector or cDNA constructs encoding wild-type (WT) or mutant NEDD4L. For each construct, cultured cells were treated with either DMSO 

or MG132. NEDD4L immunostaining shows a cytoplasmic distribution with enrichment in the periphery of N2A cells for wild-type NEDD4L, whereas 

the Gln694His, Glu893Lys and Arg897Gln mutants are not detectable. Scale bar, 50 µm. (b) Immunoblots using protein extracts from N2A cells 

transfected with constructs encoding wild-type and mutant NEDD4L and cultured in the presence of either DMSO or MG132. Blots show lack of 

expression of PNH-associated mutants, while transfection for wild-type NEDD4L led to a high level of expression for NEDD4L protein. Note that  

PNH-associated NEDD4L mutants become detectable upon treatment of N2A cells with MG132.
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Second, we compared the ubiquitination ability of immunopurified 

V5-tagged NEDD4L (wild type and mutant) in an in vitro assay using 

recombinant E1 and E2 (UbcH7) enzymes with or without ubiquitin.  

In the presence of ubiquitin, both wild-type and mutant NEDD4L 

exhibited ubiquitination activity as illustrated by the high-molecular-mass 

smear detected by antibody to NEDD4L (Supplementary Fig. 7b).

To further confirm and better visualize the ubiquitination  

activity of the NEDD4L mutant, we performed another series of 

immunoprecipitation and in vitro assays and immunoblot analysis 

in which we loaded four times less protein products to the assay with 

wild-type NEDD4L than to the one with mutant NEDD4L (Fig. 3). 

Although accurate comparison of wild-type and mutant NEDD4L 

ubiquitination activities is difficult, both immunoprecipitation  

(Fig. 3a) and in vitro ubiquitination (Fig. 3b) approaches showed that 

mutant NEDD4L induced a high-molecular-mass smear detected with 

antibodies to V5 and NEDD4L.

These results suggest that the ubiquitination activity of  

mutant NEDD4L is preserved and possibly enhanced if we take into 

account the substantial level of ubiquitination activity despite the 

instability of the protein.

At first sight, the fact that PNH-related NEDD4L mutants are 

unstable led us to consider a haploinsufficiency mechanism. However, 

previously reported findings and our data made this hypothesis 

questionable. For instance, postmitotic neurons deficient for both 

Nedd4-1 and Nedd4l (analyzed in conditional double-knockout  

mice) migrate properly to the cortical plate21. Also, neuronal migra-

tion disorders and PNH are not among the features associated with 

haploinsufficiency resulting from heterozygous copy number vari-

ations (CNVs) reported in DECIPHER databases. Moreover, one 

stop-gain and three frameshift mutations were reported in the ExAC 

data set from which individuals affected by severe pediatric disease 

have been excluded. Finally, we used an in utero RNA interference 
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Figure 3 Ubiquitination activity of mutant NEDD4L. (a) Immunoprecipitation 

assay (IP; using antibody to V5 to precipitate tagged NEDD4L), with 

precipitates analyzed by immunoblot (IB) using antibodies to ubiquitin 

and V5 to detect ubiquitinated NEDD4L (FT, flow through). (b) Analysis of 

NEDD4L ubiquitination activity in an in vitro assay using wild-type and 

mutant NEDD4L immunopurified from the lysates of transfected N2A 

cells and incubated with ATP, E1 enzyme and E2 (UbcH7) enzyme with 

(+) or without (−) ubiquitin (Ub). Reaction mixtures were analyzed by 

immunoblotting with antibodies to V5 and NEDD4L. Note that, because 

of the instability of mutant NEDD4L and the resulting imbalance in the 

amounts of wild-type and mutant NEDD4L and corresponding immunoblot 

signals, as shown in Supplementary Figure 7, immunoblot analysis was 

performed using four times less reaction mixture for wild-type NEDD4L 

than for mutant NEDD4L.
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Figure 4 Effect of wild-type and mutant NEDD4L on neuronal position and progenitor proliferation. (a) Coronal sections of mouse brains at E18.5,  

4 d after IUEP with empty vector, wild-type NEDD4L or mutant NEDD4L constructs in combination with a Tomato reporter construct. CP, cortical  

plate; IZ, intermediate zone; VZ/SVZ, ventricular zone/subventricular zone. Scale bar, 100 µm. (b) Fluorescent neurons were quantified in the regions 

highlighted in a: VZ/SVZ: empty vector (EV) vs. Glu893Lys, P = 0.0078; IZ: EV vs. WT, P < 0.0001, EV vs. Glu893Lys, P < 0.0001, EV vs. Arg897Gln, 

P < 0.0001; CP: EV vs. WT, P < 0.0001, EV vs. Glu893Lys, P < 0.0001, EV vs. Arg897Gln, P < 0.0001. Bars represent the means of fluorescent 

neurons ± s.e.m. of independent brains (EV, n = 4; WT, n = 3; Glu893Lys, n = 4; Arg897Gln, n = 3). (c) Immunofluorescence staining of NEDD4L in 

Tomato-positive neurons in the intermediate zone of E18.5 brains electroporated at E14.5 with NEDD4L constructs. Scale bar, 5 µm. (d) Percentage  

of electroporated neurons positive for the PH3 marker against all electroporated cells (mitotic index) in the ventricular zone as in a (Supplementary  

Fig. 9d): EV vs. WT, P < 0.0001, EV vs. Glu893Lys, P = 0.0021, EV vs. Arg897Gln, P = 0.0001. Numbers of analyzed brains are as follows: EV, n = 4; WT, n = 3;  

Glu893Lys, n = 4; Arg897Gln, n = 3). Error bars, s.e.m. (e) Quantification of Pax6+Tomato+ and Tbr2+Tomato+ cells in the ventricular zone/subventricular  

zone as in a (Supplementary Fig. 9e) 2 d after electroporation at E14.5: Pax6: EV vs. Glu893Lys, P = 0.0003, EV vs. Arg897Gln, P = 0.0001;  

Tbr2: EV vs. Glu893Lys, P = 0.0147, EV vs. Arg897Gln, P = 0.0014 (EV, n = 4; WT, n = 3; Glu893Lys, n = 4; Arg897Gln, n = 3). Error bars, s.e.m.  

*P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, ***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001.
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approach to analyze the consequences of Nedd4l downregulation 

on cortical neuronal migration in mice and found no significant 

difference between embryo brains transfected with short hairpin 

RNA (shRNA) targeting Nedd4l and scrambled shRNA control 

(Supplementary Fig. 8a,b).

In view of these convergent arguments, we then sought to study 

the consequences of PNH-related mutations for neurodevelopmental 

processes. We used an in utero electroporation (IUEP) approach and 

compared the consequences of expression of wild-type NEDD4L and 

mutants (Glu893Lys and Arg897Gln) for neuronal positioning, neu-

ronal progenitor proliferation and terminal translocation. To assess 

effects on projection neuron positioning, we electroporated NEDD4L 

constructs in combination with Tomato reporter construct into pro-

genitor cells located in the ventricular zone of E14.5 mouse neocortices 

and analyzed embryo brains 4 d later (E18.5). In E18.5 brain sections, 

we observed that neurons electroporated with the empty vector reached 

the cortical plate (Fig. 4a,b). However, IUEP of wild-type NEDD4L and 

PNH-related mutants induced significant arrest of cells within the ven-

tricular zone and subventricular zone and intermediate zone with cor-

responding depletion in the cortical plate (Fig. 4a,b). We also assessed 

the effect on neuron positioning at postnatal day (P) 2 and highlighted 

differences that paralleled those observed at E18.5. Whereas neurons 

electroporated with empty vector were mainly located in superficial 

layers II–IV of the cortical plate, we found that neurons electroporated 

with constructs for wild-type NEDD4L and PNH-related mutants were 

abnormally distributed in the white matter and in layers V and VI of 

the cortical plate (Supplementary Fig. 9a,b).

As our cellular data suggested that PNH-related NEDD4L mutants 

are unstable, we also assessed whether the same effect could be 

observed in vivo in electroporated migrating neuronal cells. We found 

that cells electroporated with construct for wild-type NEDD4L exhib-

ited strong cytoplasmic immunolabeling (Fig. 4c and Supplementary 

Fig. 9c), consistent with a high level of NEDD4L expression. However, 

in neurons electroporated with mutant constructs, we only detected 

a faint signal that could correspond to endogenously expressed 

NEDD4L (Fig. 4c and Supplementary Fig. 9c).

To study terminal translocation22–25, we conducted IUEP of the 

different constructs at E14.5 and collected brains 6 d later (P2) from 

the pups. We then assessed the distribution of electroporated neurons 

with a leading process adhering to the extracellular matrix (ECM)  in 

the region previously defined as the primitive cortical zone (PCZ)24, 

and in the upper and lower Cux1 regions corresponding to two equal 

parts of the remaining Cux1-positive layer (Supplementary Fig. 10). 

We found that expression of wild-type and mutant NEDD4L led to an 

abnormal distribution of neuronal cells with a deviating enrichment 

in the lower Cux1 region (Supplementary Fig. 10), suggesting that 

terminal translocation was disrupted.

To test the consequences of the NEDD4L mutations on apical and 

basal progenitor proliferation, we performed IUEP at E14.5 and col-

lected embryos 48 h later for immunohistochemistry using antibodies 

against PH3, Pax6, Tbr2 and Ki67. We found a significantly higher per-

centage of Tomato-positive and PH3-positive co-labeled cells express-

ing wild-type protein or HECT-domain mutants in the ventricular 

zone when compared to Tomato-positive cells expressing the control 

empty vector (Fig. 4d and Supplementary Fig. 9d). These results sug-

gested an increased mitotic index of apical progenitors electroporated 

with wild-type NEDD4L and PNH-related mutants. We also quantified 

electroporated Pax6-positive and Tbr2-positive cells in the ventricu-

lar zone and subventricular zone and found an increased number of 

these cell populations only in brains electroporated with PNH-related 

mutant constructs (Fig. 4e and Supplementary Fig. 9e).

To assess the pool of proliferating cells, we evaluated cells positive for 

both Tomato and Ki67 in the ventricular zone and subventricular zone; 

in both regions, we did not observe any differences following electro-

poration with control empty vector and cDNA constructs encoding 

wild-type and mutant NEDD4L (Supplementary Fig. 9f,g).

We also performed immunohistochemistry against the Cux1 

marker at E18.5 and observed that arrested neurons electroporated 

with wild-type NEDD4L or PNH-related mutants expressed Cux1, 

indicating that misplaced neurons in deep layers of the cortex are 

differentiated and fated for upper layers (Supplementary Fig. 9h).

Finally, we labeled brain slices (E16.5 and E18.5) with anti-

body to cleaved caspase-3 to evaluate cell death rate and found no  

difference following electroporation with the different constructs 

(data not shown).

Pathways disrupted by wild-type and mutant NEDD4L  
causing PNH
Although the best known target of NEDD4L is the epithelial sodium 

channel (ENaC), shown to be involved in Liddle syndrome, a heredi-

tary hypertension caused by elevated ENaC activity26, compelling 

evidence demonstrating crucial regulatory roles of NEDD4L in devel-

opmental processes has recently emerged19,27. In this study, we sought 

to investigate the consequences of wild-type and mutant NEDD4L 

on mTOR-dependent pathways for the following main reasons.  
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Figure 5 Wild-type NEDD4L and PNH-related mutants induce 

deregulation of mTORC1 and AKT activities. (a,b) Representative 

immunoblots using protein extracts from N2A cells transfected with  

empty vector or constructs for wild-type and mutant NEDD4L, showing  

the effect of wild-type and mutant NEDD4L on the levels of 

phosphorylated S6 (p-S6; reflecting mTORC1 activity) (a) and 

phosphorylated Akt (p-Akt; Thr308/Ser473) (b). (c) Histograms of 

densitometric measurements illustrating S6 and Akt phosphorylation. 

Data represent means ± s.e.m. from three independent experiments 

(Online Methods and Supplementary Table 2). *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01, 

***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001.
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First, in view of the association of MCD and distal-limb abnormalities 

observed in patients described in this study, we wondered whether 

these developmental abnormalities represent a particular condition  

in the wide range of developmental brain and body disorders caused 

by dysfunctions of the interdependent phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)–AKT–mTOR pathways5,14. Second, among the many iden-

tified signaling pathways that modulate neuronal migration, the 

recently reported insights linking neuronal migration deficit in 

tuberous sclerosis complex (TSC) pathology with a cascade involving  

mTOR signaling, E3 ubiquitin ligase Cul5 expression and Dab1 

expression28 also led us to consider a potential effect of NEDD4L on 

mTOR and Dab1 signaling pathways. Third, NEDD4L was recently 

identified as a critical player in regulation of the crosstalk between 

PI3K–mTORC2 and TGF-β–activin–Smad2–Smad3 (Smad2/3)  

signaling pathways29,30.

Therefore, we first tested by cellular and immunoblot assays the 

effect of wild-type and mutant NEDD4L on mTORC1, Akt and 

Smad2/3 signaling activities. Following transfection of N2A cells with 

constructs for wild-type NEDD4L and PNH-associated mutants, we 

observed an increased level of phosphorylated S6 (Ser240/Ser244) 

that reflects elevated mTORC1 signaling activity (Fig. 5a,c). In con-

trast, for Akt, only PNH-associated NEDD4L mutants were associated 

with significantly increased levels of Akt forms phosphorylated at 

Thr308 and Ser473 (Fig. 5b,c).

To reinforce the relevance and specificity of NEDD4L mutant 

expression to the above highlighted findings, we tested the effect of 

the three control variants on S6 and Akt phosphorylation and found 

that overexpression of the three NEDD4L variants was associated with 

a phosphorylation pattern that was similar to the one with wild-type 

NEDD4L (Supplementary Fig. 5b).

For Smad2/3 activity, we tested the effect of wild-type and 

Arg897Gln NEDD4L under the basal condition and upon activation  

of the TGF-β pathway by activin A on the expression levels of Smad2 

phosphorylated at Ser465/Ser467, Smad3 phosphorylated at Ser423/

Ser425 and Akt phosphorylated at Ser473. Under the basal condition, 

we found that overexpression of wild-type NEDD4L had no effect 

on the activation level of Smad2/3, whereas expression of mutant 

NEDD4L was associated with a substantial increase in the levels of 

phosphorylated Smad2/3 (Supplementary Fig. 11). Upon activa-

tion by activin A of the TGF-β pathway, we found that overexpres-

sion of wild-type NEDD4L was associated with an increase in the 

levels of phosphorylated Akt and Smad2/3, whereas expression of 

the NEDD4L mutant was associated with a substantial decrease in 

the levels of phosphorylated Akt and stable levels of phosphorylated 

Smad2/3 (Supplementary Fig. 11). Collectively, these results sug-

gested that expression of the NEDD4L mutant leads to disruption 

of the regulated crosstalk between Akt and Smad2/3 signaling in 

activin–TGF-β pathways.

To assess the in vivo contributions of these pathways to the devel-

opmental defects described above, we used an IUEP approach in 

combination with treatment with rapamycin (a well-known mTORC1 

inhibitor) on pregnant mice and analyzed the effect on projection neu-

ron positioning. Interestingly, in E18.5 brain sections from embryos 

electroporated at E14.5 with wild-type NEDD4L and subjected to 
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Figure 6 Effect of rapamycin treatment on neuronal positioning and Dab1 localization. (a) Confocal microscopy images of coronal sections from E18.5 

brains electroporated at E14.5 with empty vector or constructs for wild-type and mutant NEDD4L together with a Tomato reporter vector. After IUEP, 

pregnant mice were treated with either vehicle (DMSO) or rapamycin (0.5 mg/kg/d). Scale bar, 100 µm. (b) Electroporated neurons were quantified 

in the regions indicated in a: VZ/SVZ: WT DMSO vs. WT rapamycin, P = 0.012, IZ: WT DMSO vs. WT rapamycin, P < 0.0001, Glu893Lys DMSO vs. 

Glu893Lys rapamycin, P = 0.0377, Arg897Gln DMSO vs. Arg897Gln rapamycin, P = 0.0004; CP: WT DMSO vs. WT rapamycin, P < 0.0001,  

Arg897Gln DMSO vs. Arg897Gln rapamycin, P = 0.0013. Bars represent the means of electroporated neurons in each region ± s.e.m. from three 

independent brains. (c) Immunolabeling of Dab1 on cortical slices at E18.5 from the brains of embryos subjected to DMSO or rapamycin treatment. 

Panels to the right of each coronal section are higher-magnification views of the regions enclosed in white boxes in the cortical plate (1) and 

intermediate zone (2) showing the distribution of Dab1. In arrested neurons electroporated with construct for wild-type NEDD4L from non-treated  

mice, note the specific pattern of Dab1 distribution and its enrichment in the periphery of the cytoplasm (mainly in arrested neurons of the intermediate 

zone and, to a lesser extent, neurons of the cortical plate). Scale bars, 100 µm and 10 µm (higher-magnification images). *P ≤ 0.05, **P ≤ 0.01,  

***P ≤ 0.001, ****P ≤ 0.0001.
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rapamycin treatment, we found clear rescue of the neuronal position-

ing defect with a distribution of electroporated cells across the cortex 

similar to what was observed in embryos electroporated with control 

empty vector (Fig. 6a,b). For this latter condition, the distribution  

of neuronal cells with or without rapamycin treatment was similar 

(Fig. 6a,b). However, rapamycin treatment induced only a partial 

rescue of the neuronal position defect resulting from IUEP with 

constructs for PNH-related mutants (Fig. 6a,b). We found that the 

number of Tomato-positive neurons with delayed migration was 

reduced in the intermediate zone, while the number of neurons that 

reached the cortical plate was significantly increased (Fig. 6a,b). We 

also analyzed the expression of NEDD4L in neuronal cells that reached 

the cortical plate after rapamycin treatment and found an absence of 

NEDD4L expression in neurons electroporated with constructs for 

PNH-associated mutants (data not shown), whereas neurons electro-

porated with construct for wild-type NEDD4L still expressed a high 

level of NEDD4L (Supplementary Fig. 12).

We then analyzed brain sections by immunohistochemistry using 

antibodies against Dab1 and assessed whether rapamycin-rescued 

neuronal position correlates with relevant changes in Dab1 expression 

and distribution in electroporated neurons. In arrested neuronal cells 

electroporated with construct for wild-type NEDD4L, we found strik-

ing labeling suggesting enrichment and nearly exclusive localization 

of Dab1 in the periphery of the cytoplasm, a distribution that is easily 

distinguishable from the diffuse pattern found in neurons electropo-

rated with empty vector or mutant constructs (Fig. 6c). Interestingly, 

following rapamycin treatment, in the predominant pool of neurons 

that reached the cortical plate and that still expressed a high level 

of wild-type NEDD4L, we found restoration of the diffuse pattern 

of Dab1 localization (Fig. 6c). However, in neurons electroporated 

with constructs for PNH-associated mutants, no significant change in 

Dab1 cellular localization was observed, either in misplaced neurons 

or in the rescued neurons that reached the cortical plate (Fig. 6c).

DISCUSSION
Our findings demonstrate the critical role of NEDD4L in the regu-

lation of processes involved in cortex development and implicate 

mutations in the HECT domain of NEDD4L in PNH. We report the 

identification of one transmitted and five de novo mutations in seven 

patients (two siblings and five unrelated patients) with a common dis-

tinguishable phenotype characterized by PNH, intellectual disability, 

cleft palate and syndactyly (in six of seven patients). All mutations 

associated with this phenotype are located in the region of NEDD4L 

encoding the HECT domain of the E3 ubiquitin ligase NEDD4L, and 

one of these mutations, c.2677G>A, p.Glu893Lys, is a recurrent muta-

tion that was found in three unrelated families (Table 1).

One of the intriguing effects of the PNH-related mutations was 

the likely increase in sensitivity of the corresponding mutants to 

proteasome degradation. To explain this sensitivity, we propose the 

hypothesis illustrated by the model in Figure 7a. Mutations causing 

amino acid changes in the HECT domain could lead to conformation 

changes and constitutive activation of catalytic function, which in 

turn could trigger autoubiquitination of NEDD4L mutant variants 

and their degradation. This hypothesis is based on previously reported 

studies suggesting that catalytic activity, including autoubiquitination 

of HECT E3 ligases, is dependent on NEDD4L conformation31–34.

With the model of constitutive activation due to mutations in the 

HECT domain, one could expect not only autoubiquitination but 

also aberrant ubiquitination of other NEDD4L substrates, whereas 

a conventional loss-of-function mechanism is expected to lead to a 

deficit in ubiquitination activity. Moreover, despite autoubiquitina-

tion and degradation, the predicted state of constitutive activation for 

NEDD4L mutants could mimic the increased activity resulting from 

the overexpression of wild-type NEDD4L. This model could therefore 

reconcile, at least partially, the apparent discrepancy regarding the 

observed similar neurodevelopmental defects resulting from IUEP of 

stable wild-type NEDD4L and the unstable NEDD4L mutants.

Another finding that was observed with wild-type and mutant 

NEDD4L corresponds to a positioning defect of postmitotic neuro-

nal cells. In the misplaced neuronal cells overexpressing wild-type 

NEDD4L, we observed a distinct pattern of Dab1 distribution. It is 

worth mentioning that this finding is in line with previously reported 

studies that demonstrated association between excess nucleocytoplas-

mic Dab1 in the cytoplasm of postmitotic neurons and its inhibitory 
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effect on neuronal migration35. In arrested neuronal cells electropo-

rated with NEDD4L mutants, the unchanged distribution of Dab1 sug-

gests that the neuronal migration defect caused by NEDD4L mutants 

could be mediated by a mechanism divergent from the one disrupted by 

overexpression of wild-type NEDD4L. In favor of this view is evidence 

suggesting that excess wild-type NEDD4L is associated with the disrup-

tion of signaling pathways regulated by mTORC1 and Dab1. In contrast, 

PNH-related mutants might act through deregulation of mTORC1, Akt, 

mTORC2 and TGF-β–Smad2/3 pathway activities (Fig. 7b). Although 

further investigations are required to define the exact mechanisms by 

which NEDD4L overexpression and variants affect these pathways, 

these hypotheses are supported by a recent study showing that NEDD4L 

catalyzes ubiquitination of PIK3CA and regulates PI3K–AKT signal-

ing35 and by our rapamycin-based experiments. Indeed, the consistent 

rescue of the neuronal position defect and restoration of the cellular 

distribution of Dab1 by rapamycin treatment suggest that the migra-

tion and positioning defects induced by overexpression of wild-type 

NEDD4L could be mediated by mTORC1 pathway deregulation.

For PNH-related mutants, in addition to the increased activity of 

mTORC1, the deregulation of Akt and Smad2/3 activities under basal 

conditions and upon TGF-β activation provides an interesting entry 

point to understand further the role of NEDD4L in the regulation 

of neurodevelopmental processes underlying cortical development 

and the established implication of PI3K–AKT signaling pathways in 

a large spectrum of neurodevelopmental syndromes caused by acti-

vating mutations in AKT3, PIK3R2 and PIK3C, some of which are 

associated with phenotypic features of MCD5,14,36,37.

As a whole and to the best of our knowledge, we have for the first 

time shown that mutations in NEDD4L altering the HECT domain 

are associated with PNH and that excess NEDD4L is likely to be del-

eterious for brain development and functioning. This latter finding 

therefore provides a basis for a better understanding of phenotypes 

associated with duplications encompassing NEDD4L. In this study, 

we also reported evidence highlighting the disruptive consequences 

of NEDD4L mutations on the AKT–mTOR and TGF-β–Smad2/3 sig-

naling pathways. Moreover, our study identified a potential novel 

disease-causing molecular mechanism, in which missense muta-

tions might lead to a constitutively active state and loss of the mutant  

protein, but with functional consequences that are different from 

constitutive haploinsufficiency.

URLs. Exome Aggregation Consortium (ExAC), http://exac. 

broadinstitute.org/; MutationTester, http://www.mutationtaster.org/; 

DECIPHER, https://decipher.sanger.ac.uk/; Epi4K Consortium,  

http://www.epgp.org/; Deciphering Developmental Disorders Study, 

http://www.ddduk.org/; SubRVIS, http://www.subrvis.org/; Phyre web 

portal, http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online 

version of the paper.

Accession codes. Human NEDD4L (NM_001144967), mouse Nedd4l 

(NM_001114386). ClinVar accessions: SCV000267106–SCV000267109.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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ONLINE METHODS
Subjects, whole-exome sequencing and variant validation. Blood or DNA 

samples from affected individuals and their parents and informed consent were 

obtained from all participants in accordance with site-specific institutional 

review boards. Written consent was obtained to publish patient photographs. 

For the selected 15 patients with PNH in association with developmental delay 

and/or epilepsy, 3 of the 15 patients also had PMG. For all patients, mutations 

in known PNH-related genes (FLNA, ARFGEF2 and C6orf70) and patho-

genic copy number variations (CNVs) had previously been excluded. DNA 

processing, library generation, exome enrichment and whole-exome sequenc-

ing in trios comprising affected subjects and their parents were performed 

and data were analyzed at the French National Centre for Genotyping (CNG, 

Evry, France), the Paris Descartes Bioinformatics platform and the Sanger 

Sequencing Centre as previously described13,14,38. Available genomic databases 

(dbSNP, 1000 Genomes Project, Exome Variant Server, Exome Aggregation 

Consortium and a local Paris Descartes Bioinformatics platform database) 

were used to filter exome variants and exclude variants with a frequency 

greater than 1%. De novo variants were analyzed by PCR and direct Sanger 

sequencing using DNA from patients and their parents. In the family with two 

affected siblings and suspected maternal somatic mosaicism, confirmation and 

estimation of the percentage of cells bearing the variant was performed by the 

droplet digital PCR approach (QX100 Droplet Digital PCR System, Bio-Rad 

Life Science Research) using DNA extracted from the peripheral blood of all 

members of the family (the two patients, the parents and the unaffected indi-

vidual) and primers specific to the variant and wild-type sequences. Data were 

analyzed with QuantaSoft v.1.4 software (Bio-Rad Life Science Research).

Protein modeling. Amino acid substitutions were plotted onto the solved 

protein structure for the catalytic domain of the human NEDD4-like E3 ligase 

using the Phyre web portal. Models were built by homology modeling using 

Research Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank 

(PDB) code 2ONI. The images in Supplementary Figure 2 were rendered 

using Chimera.

Cloning and plasmid constructs. Human untagged NEDD4L cDNA  

(NM_001144967.1) cloned into pCMV6-Entry vector (SC326303) was purchased  

from Origene. Mutations were introduced by site-directed mutagenesis  

using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent Technologies). 

Wild-type and mutated cDNAs encoding human NEDD4L were then inserted 

into the multiple-cloning site of psiSTRIKE vector under the control of the 

CAG promoter, pCDNA3-nV5. For IUEP experiments, psiSTRIKE-NEDD4L 

vectors were electroporated in combination with a pCAGGS-IRES-Tomato 

vector to visualize electroporated cells.

For RNA interference (RNAi) experiments, a 29-mer sequence targeting 

mouse Nedd4l mRNA and a HuSH 29-mer non-effective shRNA scrambled 

cassette, both commercially designed and provided by Origene in the p-GFP-

V-RS vector (TG505433), were inserted into psiSTRIKE vector under the 

control of the U6 promoter. The Nedd4l shRNA directed against the coding 

sequence was checked for specificity in sequence databases. Because of the very 

low level of expression of NEDD4L, efficiency experiments were conducted 

using cotransfection with wild-type human NEDD4L cDNA and shRNA  

constructs in N2A cells and immunoblot analysis.

In situ hybridization. Mouse Nedd4l sense and antisense probes (nucleotides 

462 to 1,470 of transcript NM_001114386) were synthesized using T7 RNA 

polymerase (Roche) from pJET2.1-Nedd4l (nucleotides 462 to 1,470) and 

pJET2.1-Nedd4l (nucleotides 1,470 to 462) plasmids. Non-radioactive RNA 

in situ hybridization on frozen brain sections was performed as previously 

described39.

qRT–PCR. Total RNA was prepared from the brains of mouse embryos at 

different time points of development and from cultured transfected cells with 

TRIzol reagent (Thermo Fisher Scientific), and cDNA samples were syn-

thetized with SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). qRT–PCR 

was performed in a LightCycler PCR instrument (Roche) using SYBR Green 

Master Mix (Roche). For transfection-based experiments, we used GFP as a 

normalizer (that is, systematically cotransfected as a reporter). For qRT–PCR 

of transcripts expressed from transfected cDNA constructs, RNA samples were 

treated with Turbo DNase (Ambion, Life Technology) to avoid amplification 

from plasmid DNA. Also, to ensure that we amplified transcripts expressed 

from transfected constructs, for each sample real-time qPCR (in triplicate) 

was performed using the cDNA reaction products obtained with or without 

reverse transcriptase and primers specific to NEDD4L and GFP.

Cell culture, transfections and immunofluorescence. Mouse neuroblastoma 

N2A cells were cultured in DMEM (Gibco) supplemented with 5% FCS and 

transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). MG132 (Calbiochem) was 

dissolved in DMSO solution buffer. DMSO was used as a control vehicle. Cells 

were treated with MG132 at a 10 µM concentration for 15 h before the end of 

culture. Expression of transfected genes was analyzed 48 h after transfection 

by immunocytochemistry and immunoblotting.

For primary cultures of neuronal cells, embryonic mouse cortical neurons 

(E17) were electroporated using the Amaxa mouse Nucleofector kit (Lonza) 

and maintained in Neurobasal medium supplemented with 2% B27, 1% 

glutamine and 1% penicillin-streptomycin. Cells were fixed in 4% parafor-

maldehyde 96 h after electroporation. Immunocytochemistry was performed 

according to standard procedures using antibody to Nedd4l (13690-1-AP, 

rabbit, Proteintech; 1:200 dilution) as the primary antibody and donkey anti-

rabbit IgG 647 (A-21208, Life Technologies; 1:800 dilution) as the secondary 

antibody. Results were observed and photographed using a TCS SP5 confocal 

microscope (Leica Microsystems).

Immunoblotting. Cells were lysed in RIPA buffer (50 mM Tris-HCl,  

pH 7.7, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA and 1% Triton X-100) supplemented with 

protease inhibitors (Roche) and phosphatases inhibitors (Sigma-Aldrich). 

Protein concentration was measured using Bio-Rad protein assay reagent. 

Samples were denatured at 95 °C for 10 min in loading buffer and then resolved 

by SDS–PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes. Membranes 

were blocked in 5% nonfat milk in TBS buffer with 0.1% Tween and then 

immunoblotted using the following primary antibodies at the specified 

concentrations: Nedd4l (13690-1-AP, rabbit, Proteintech; 1:1,000 dilution), 

actin (mouse, IGBMC; 1:1,000 dilution), Akt-pSer473 (4060, rabbit, Cell 

Signaling Technology; 1:1,000 dilution), Akt-pThr308 (2965, rabbit, Cell 

Signaling Technology; 1:1,000 dilution), Akt (pan) (4691, rabbit, Cell Signaling 

Technology; 1:1,000 dilution), S6-pSer236/236 (2211, rabbit, Cell Signaling 

Technology; 1:1,000 dilution), S6 (2217, rabbit, Cell Signaling Technology; 

1:1,000 dilution), ubiquitin (sc-8017, mouse, Santa Cruz Biotechnology; 1:250 

dilution) and V5 (R96025, mouse, Invitrogen; 1:5,000 dilution). All immuno-

blot experiments consisted of at least three independent replicates.

Immunohistochemistry. Mouse embryo brains were fixed by incubation over-

night at 4 °C in 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Brains 

were placed in a solution of 4% low-melting agarose (Bio-Rad) and cut into 

coronal sections (80 µm) using a vibrating-blade microtome (Leica VT1000S, 

Leica Microsystems). Sections were maintained in 0.01% azide in PBS buffer. 

For immunodetection, sections were blocked with 1× PBS with 2% normal 

donkey serum (Dominique Dutscher) and 0.3% Triton X-100 (PBS-T-NGS) 

for 30 min at room temperature. Primary antibodies were diluted in PBS-T-

NGS and incubated with sections overnight at 4 °C. The following primary  

antibodies were used: Dab1 (AB5840, rabbit, Millipore; 1:500 dilution), Cux1 

(sc-13024, rabbit, Santa Cruz Biotechnology; 1:100 dilution), Ki67 (IHC-00375, 

rabbit, Bethyl Laboratories; 1:250 dilution), NEDD4L (13690-1-AP, rabbit, 

Proteintech; 1:300 dilution), NeuN (MAB377, mouse, Millipore; 1:100 dilu-

tion), Pax6 (PRB-278P, rabbit, Covance; 1:200 dilution), PH3 (06-570, rabbit, 

Millipore; 1:500 dilution) and TBR2 (14-4875, rat, eBioscience; 1:200 dilution). 

After washes in 1× PBS, sections were incubated with Alexa Fluor–conjugated 

secondary antibodies (A-31573, donkey anti-rabbit IgG 647; A-21208, don-

key anti-rat IgG 488; A-21206, donkey anti-rabbit IgG 488; A-31571, donkey 

anti-mouse IgG 647; all from Life Technologies) diluted 1:500 in PBS-T for 

1.5 h at room temperature. Sections were washed and then mounted with 

Fluoromount-G mounting medium (Interchim). All images were acquired 

using a TCS SP8 confocal microscope (Leica Microsystems), and position-

ing analysis was achieved with ImageJ software (NIH) and proliferation  

analysis was performed with LAS AF software (Leica Microsystems). Graphs 

http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=2ONI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001144967.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001114386
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were generated in GraphPad Prism 6 (GraphPad), and images were assembled 

with Adobe Photoshop 13.0.1 (Adobe Systems).

Ubiquitination assays. For immunoprecipitation assays, transfected cells were 

lysed with RIPA buffer supplemented with protease inhibitors (Roche), MG132 

(25 µM) and PR-619 (20 mM) and protein extracts were incubated with anti-V5 

agarose beads (A7345, Sigma) for 2 h at 4 °C under constant rotation in RIPA 

buffer. Immunoprecipitated proteins were eluted in Laemmli SDS buffer at  

95 °C and subjected to SDS–PAGE. For in vitro ubiquitination assays, immu-

nopurified NEDD4L from transfected N2A cells was incubated in reaction  

mixtures containing 200 nM E1 ubiquitin-activating enzyme (BostonBiochem), 

400 nM E2 ubiquitin-conjugating enzyme (UbcH7; BostonBiochem), 400 µM  

ubiquitin (Sigma) and 2 mM ATP in reaction buffer (25 mM Tris-HCl  

(pH 7.5), 50 mM NaCl, 0.1 µM DTT and 4 mM MgCl2). Reactions were  

incubated for 1 h at 30 °C and analyzed by immunoblotting with antibodies 

to ubiquitin, V5 and NEDD4L.

In utero electroporation. In utero electroporation was performed as described 

previously13,40 using Swiss mice (Janvier). Animal experimentations were  

performed at the IGBMC animal facilities. The study has Animal 

Experimentation Research Ethics Committee approval (2014-059). Briefly, 

timed pregnant mice (E14.5) were anaesthetized with isoflurane (2 l per min 

of oxygen, 4% isoflurane during sleep and 2% isoflurane during surgery; 

Minerve). The uterine horns were exposed, and a lateral ventricle of each 

embryo was injected using pulled-glass capillaries with Fast Green (2 µg/ml; 

Sigma) combined with a final concentration of 1 µg/µl of DNA constructs 

prepared with the EndoFree plasmid purification kit (Macherey Nagel). The 

expression vector pCAGGS-Tomato was systematically co-electroporated, and 

fluorescent Tomato protein was used to visualize electroporated cells. Plasmids 

were further electroporated into the neuronal progenitors adjacent to the  

ventricle by delivering five electric pulses at 50 V for 50 ms at 950-ms intervals 

using a CUY21EDIT electroporator (Sonidel). After electroporation, embryos 

were placed back in the abdominal cavity and development was allowed to 

continue until E16, E18 or P2. Embryo or pup brains were dissected and fixed 

in 4% paraformaldehyde in PBS overnight.

Rapamycin treatment. Rapamycin Ready-Made Solution (2.5 mg/ml  

in DMSO; Sigma) was previously diluted in PBS and then injected intra-

peritoneally at a concentration of 0.5 mg/kg daily from E15.5 to E17.5 into  

pregnant females electroporated at E14.5. Embryos were collected at  

E18.5 for analysis.

Statistics. All statistics were calculated with GraphPad Prism 6. Final counts 

are presented as the mean percentages ± s.e.m. One- or two-way ANOVA was 

performed for multiple comparisons followed by Dunnett’s or Sidak’s post-hoc 

tests, respectively, whereas unpaired two-tailed Student’s t tests were used for 

dual comparisons. P < 0.05 was considered significant: *P < 0.05, **P < 0.01,  

***P < 0.001, ****P < 0.0001. On the basis of previous IUEP experiments 

performed in our laboratory, we considered that at least three embryos per 

condition would be necessary. After histological examination, only brains 

with comparable electroporated regions and efficiencies were retained  

for quantification. Data distribution was not tested but was assumed to be 

normal. Blinding was not applied for data collection and analysis. Statistical 

details are included in Supplementary Table 2.

Exome sequencing data deposition. Exome sequencing data have been 

deposited in the database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP) under study 

accession phs000653.v1.p1 for the Pnh31124 trio (proband EPGP012746) 

and the European Genome-phenome Archive (EGA) under accession 

EGAD00001001848 for the DDDP110533 trios. For the other patients analyzed 

by the whole-exome sequencing approach, no consent was obtained from the 

patients to deposit the data in a repository.

38. Wright, C.F. et al. Genetic diagnosis of developmental disorders in the DDD study: 

a scalable analysis of genome-wide research data. Lancet 385, 1305–1314 

(2015).

39. Cau, E., Gradwohl, G., Fode, C. & Guillemot, F. Mash1 activates a cascade of bHLH 

regulators in olfactory neuron progenitors. Development 124, 1611–1621 

(1997).

40. Kielar, M. et al. Mutations in Eml1 lead to ectopic progenitors and neuronal 

heterotopia in mouse and human. Nat. Neurosci. 17, 923–933 (2014).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/?term=phs000653.v1.p1
https://www.ebi.ac.uk/ega/datasets/EGAD00001001848
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Supplementary Figure 1 

Pedigrees and Sanger sequencing traces of NEDD4L mutations. 

(a–f) Chromatograms for family members showing normal and mutated sequences of NEDD4L. For family P347, note the mother’s 
chromatogram showing a small peak corresponding to the mutated allele and suggesting somatic mosaicism. For family DDDP110533, 
the Sanger sequence trace for the patient and the IGV screenshot confirm the mutation and show the high sequencing coverage (>70×) 
in the trio and the absence of the mutation in the sequencing reads of the parents. None of these validated variants was reported in the 
available genomic databases, and to strengthen their relevance we reviewed trio data sets corresponding to the 3,287 individuals with 
developmental disorders highlighted in the recent report of the Deciphering Developmental Disorders study 
(http://dx.doi.org/10.1101/049056). Except the de novo mutation located in the N-terminal part of the protein, p.Pro294Arg, in a patient 
with infantile spasm (IS) and without PNH (Allen, 2013 #91), no other de novo mutation affecting the HECT domain was reported. 
These data are in line with the fact that the NEDD4L HECT domain is the most intolerant to mutations across the gene as assessed by 
subRVIS (http://www.subrvis.org/). 
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Supplementary Figure 2 

Illustration of the structure of the NEDD4L HECT domain and the position of PNH-associated alterations. 

(a) Multiple-sequence alignment showing the high conservation of the HECT domain regions containing the Tyr679, Gln694, Glu893 
and Arg897 residues. (b,c,e,g,i) Representation (visualized with Chimera) of the N-lobe and C-lobe of the HECT domain (PDB 2ONI) 
that are shown in gray and magenta, respectively, the flexible hinge in yellow, the cysteine residue of the catalytic site in red, the PY 
motif in mint and the position of the different changed residues. (d,f,h,j) Models of the HECT domain constructed with the Phyre web 
portal and based on PDB model 2ONI and the sequence of the HECT domain from the human NEDD4L protein Q96PU5 with altered 
residues Cys679, His694, Lys893 and Gln897. Inspection of the protein structure shows that the Glu893 and Arg897 residues are 
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located on the surface of the 3 helix of the C-lobe that contains the active-site cysteine that forms the thioester with ubiquitin, the 

Tyr679 residue is located between the 2 helix and 2 sheet of the N-lobe, and the Gln694 residue is located within the 3 sheet of the 
N-lobe. Because of the physicochemical property changes (i.e., from acidic to basic for p.Glu893Lys or from basic to uncharged for 
p.Arg897Gln), NEDD4L function could be disrupted through the effects of the mutations on stability, interference with functional 
properties of the HECT domain or deregulation of interactions with substrates. 
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Supplementary Figure 3 

NEDD4L expression in mouse developing cortex. 

(a) In situ hybridization with Nedd4l probe of an E15 brain section showing cortical expression and distribution of Nedd4l. (b) qRT–PCR 

analyses showing cortical expression of Nedd4L transcripts at E12.5, E14.5, E16.5 and E18.5. Scale bar, 200 m.  

Nature Genetics: doi:10.1038/ng.3676



5 
 

 

Supplementary Figure 4 

Expression and cellular localization of wild-type and NEDD4L mutants in cultured neuronal cells. 

Wild-type and mutant NEDD4L cDNA constructs were transfected into primary cultures of neuronal cells, and NEDD4L expression was 
analyzed by immunofluorescence labeling. Immunostaining (green) shows a cytoplasmic distribution, with enrichment in the periphery 
of neuronal cells transfected with the wild-type NEDD4L construct, whereas the p.Gln694His, p.Glu893Lys and p.Arg897Gln mutants 
are not detectable. 
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Supplementary Figure 5 

Expression of wild-type and NEDD4L control variants and analysis of their consequences on mTORC1 and AKT activities. 

(a) Tomato/DAPI and NEDD4L detection in N2A cells transfected with empty vector, wild-type and NEDD4L control variant cDNA 
constructs. NEDD4L immunostaining (green) shows similar cytoplasmic distribution, with enrichment in the cellular of N2A cells, of wild-
type and NEDD4L control variants. (b) Immunoblot analyses showing similar expression levels and phosphorylation patterns of S6 and 
AKT resulting from transfection of N2A cells with wild-type NEDD4L and the three control variants reported in the ExAC database 
(c.698C>T, S233L; c.535T>A, S179T and c.2614G>A, G872S (located in the HECT domain)).   
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Supplementary Figure 6 

qRT–PCR analysis of NEDD4L transcripts in N2A cells transfected with wild-type and mutant NEDD4L cDNA constructs.  

Real-time qPCRs were performed from transfected N2A cells using the SYBR Green method on total, DNase-treated RNA samples, 
using NEDD4L-specific primers. GFP was used for normalization. 
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Supplementary Figure 7 

Analysis of NEDD4L mutant (p.Arg897Gln) ubiquitination activity. 

(a) Immunoprecipitation against V5-tagged Nedd4l and analysis by immunoblotting using antibodies to ubiquitin, V5 and NEDD4L. We 
can observe in the immunoprecipitate (IP) a band corresponding to NEDD4L and a smear of the ubiquitinated protein. (b) Wild-type and 
mutant NEDD4L were immunopurified from transfected N2A cell lysates and incubated with ATP, E1 enzyme and E2 (UbcH7) enzyme 
with (+) or without (–) ubiquitin. Reaction mixtures were analyzed by immunoblotting using antibodies to V5 and NEDD4L. Note that, 
despite the unbalanced amounts of wild-type and NEDD4L mutant resulting from the instability of mutant NEDD4L, in the presence of 
ubiquitin both wild-type and mutant NEDD4L exhibit enhanced ubiquitination activity, as illustrated by the high-molecular-mass smear 
representing self-ubiquitinated NEDD4L. 
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Supplementary Figure 8 

In utero knockdown of mouse Nedd4l expression by RNAi and analysis of neuronal positioning in the isocortex. 

(a) The images show coronal sections of mouse brains 4 d after electroporation at E14.5 with the Tomato-encoding reporter construct 
either in combination with the shRNA targeting Nedd4l mRNA or the corresponding scrambled controls (scrambled-sh). Scale bar, 100 

m. (b) Fluorescent neuron positioning was quantified in three regions: VZ/SVZ, IZ and CP. Bars represent the means of fluorescent 
neurons ± s.e.m. of independent brains (Nedd4l-sh, n = 4; scrambled-sh, n = 5). Note the absence of significant differences between 
the distribution in the three regions of neuronal cells electroporated with shRNA and the control scrambled-sh.  
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Supplementary Figure 9 

Effect of wild-type and NEDD4L mutants on neuronal positioning, proliferation and differentiation. 

(a) The images show coronal sections of mouse brains at P2 and electroporated at E14.5 with either empty vector, wild-type NEDD4L 
or mutant NEDD4L cDNA constructs in combination with an RFP-encoding vector (Tomato). Sections were stained for a neuronal 
marker, NeuN (magenta), and an upper-layer maker, Cux1 (green), and were counterstained with DAPI (blue) to determine neuronal 
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positioning in the white matter (WM), layers VI, V and II–IV. Scale bar, 100 m. (b) Fluorescent neurons were quantified in the P2 brain 
regions highlighted in a: WM: empty vector (EV) versus WT, P = 0.0004, EV versus p.Glu893Lys, P = 0.0078; VI: EV versus WT, P = 
0.0091; V: EV versus p.Arg897Gln, P = 0.0185; II–IV: EV versus WT, P < 0.0001, EV versus p.Glu893Lys, P = 0.0024, EV versus 
p.Arg897Gln, P = 0.0448). Bars represent the means of fluorescent neurons ± s.e.m (EV, n = 4; WT, n = 3; p.Glu893Lys, n = 4; 
p.Arg897Gln, n = 3) in the white matter, layers VI, V and IV–II, which were determined by examination of DAPI-stained coronal sections 
immunostained with NeuN and Cux1 markers shown in a. (c) Immunofluorescence staining of NEDD4L (magenta) in electroporated 

cells (green) in the IZ of P2 brains electroporated at E14.5 with each construct. Scale bar, 10 m. (d) Representative image of brain 
slices at E16.5 immunostained for the mitotic marker PH3 (magenta) used for mitotic index quantification in the VZ. (e,f) Representative 
images of brain slices at E16.5 immunostained for a radial glial cell marker, Pax6 (magenta), an intermediate progenitor marker, Tbr2 
(yellow), and a proliferating progenitor marker (Ki67; magenta) used for quantification of Pax6/Tbr2 pools in the VZ/SVZ (see Results 
section) and proliferating progenitors. Doted lines indicate the VZ and SVZ. (g) Quantification of proliferative cells in the VZ and SVZ. 
Bars represent the means of double-positive Ki67

+
Tomato

+
 ± s.e.m of analyzed independent brains in the VZ and SVZ (empty vector, n 

= 3; WT, n = 3; p.Arg897Gln, n = 3; p.Glu893Lys, n = 3). Scale bars in f, 50 m. (h) Cortical slices at E18.5 stained with an antibody 
against Cux1 (magenta) showed that misplaced neurons electroporated (green) with wild-type and PNH-related mutations in deep 
layers of the cortex ectopically expressed the upper-layer marker. Right panels are enlargements of the regions highlighted by white 

boxes in the IZ. Scale bar, 100 m (left) and 10 m (right). 
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Supplementary Figure 10 

Effect of wild-type and NEDD4L mutants on neuronal terminal translocation.  

(a) Representative images of brain sections showing electroporated neurons with Tomato reporter and NEDD4L constructs at E14.5 
analyzed at P2 for the Cux1 (yellow) and NeuN (magenta) markers. (b) Quantification of electroporated neurons in the upper layers of 
corticies reflecting analysis of the terminal translocation process. Expression of wild-type and NEDD4L mutants leads to enrichment in 
the down Cux1 region (empty vector versus WT, P < 0.0001, empty vector versus p.Glu893Lys, P = 0.0004, empty vector versus 
p.Arg897Gln, P = 0.0003), while PCZ is significantly depleted (empty vector versus WT, P < 0.0001, empty vector versus p.Glu893Lys, 

P < 0.0001, empty vector versus p.Arg897Gln, P = 0.0005), Scale bar, 50 m. Bars represent the means of electroporated neurons ± 
s.e.m. of analyzed independent brains (empty vector, n = 3; WT, n = 3; p.Glu893Lys, n = 3; p.Arg897Gln, n = 3). 
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Supplementary Figure 11 

Deregulation of AKT and Smad2/3 activation resulting from PNH-related NEDD4L mutant. 

Representative immunoblots showing the effect of expression of wild-type and mutant NEDD4L constructs on Akt and Smad2/3 

phosphorylation under basal condition and upon treatment of cells for 1 h with activin A (AA), an activator of the TGF- pathway.  
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Supplementary Figure 12 

NEDD4L expression after rapamycin treatment. 

Immunofluorescence staining of NEDD4L (magenta) in Tomato-electroporated cells (green) of E18.5 brains electroporated with wild-
type NEDD4L cDNA construct at E14.5 and treated daily with rapamycin. Right panels are enlargements of the regions highlighted by 

white boxes. Scale bars, 100 m (left) and 10 m (right). Note that wild-type NEDD4L is still highly expressed in the electroporated cells 
of rapamycin-treated brains. 
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Supplementary Table 1: Droplets digital PCR results for members of the family P347 (mutation: 

c. 2677G>A; p.Glu893Lys) 

Mutant allele is present in 2240 out of 12644 positive droplets (16.7%) in the mother well; absent in 

the father and the non affected II-1 sister, present in 7000 out of 12406 positive droplet (50.8%) in 

patient II-2 well, and present in 6350 out of 11291 positive droplet (51%) in patient II-3 well. 

Calculations were possible while we obtained more than 10,000 droplets per well (good quality score). 

Absolute quantification results were normalized according to the Poisson distribution (Poisson 

modeling = (-LN(accepted droplets-positive droplets-double positive droplets)/accepted droplets) x 

accepted droplets). The overall results confirm that affected individuals are heterozygous for the 

variation (ratio about 50%); and indicate that the mother carries a somatic mosaicism with mutant 

allele frequency of about 16%.  

 
       

 
Father 
(I-1) 

Mother 
(I-2) 

Healthy 
sister (II-1) 

Patient 
(II-2) 

Patient 
(II-3) 

Blank Control 

Accepted droplets   (Nb) 12934 12644 12309 12406 11291 10688 6243 

Positive droplets for 
target  "mutant allele"  

0 765 0 2414 2176 0 0 

Positive droplets for 
reference  "WT allele"  

4625 4367 5367 2314 2084 0 615 

Double positive droplets 
(Fam+ Hex+) 

0 386 0 780 498 0 0 

Double negative droplets 
(Fam- Hex-) 

8309 7126 6942 6898 6533 10688 3188 

Number of "mutant allele" 
molecules per well 
(poisson corrected) 

0 2240 0 7000 6360 0 0 

Number of "WT allele" 
molecules per well 
(poisson corrected) 

10420 11100 13480 6760 6100 0 2440 

Mutant Allele Fcy 
(Mut/WT+Mut) 

0 16.7 0 50.8 51 0 0 
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Supplementary notes 

Clinical and neuroimaging features of patients with NEDD4L mutations 

 

P158 (c.2690G>A; p.Arg897Gln) 

P158 is the second child of healthy unrelated parents. His sister presented unexplained deafness. He 

was born at term (40 GW) after normal pregnancy. Neonatal parameters showed a head circumference 

(HC) at 37cm (85
th
 percentile) with normal weight (3750g, 63

rd
 percentile). 

Neonatal examination showed truncal hypotonia and bilateral syndactyly of the second and the third 

toe. Motor development was moderately delayed, he started to stand without help at 16 months of age, 

but language development was severely delayed.   

At last evaluation at 6 years, his weight was 16.5 kg (-1.5 SD), height was 1.08 cm (-1.5 SD) and HC 

was 54 cm (+1.5SD) with dolichocephaly. No dysmorphic features were found except the bilateral 

syndactyly. He was able to walk with moderate ataxia, to use few words and to manipulate with both 

hands. Neurological examination showed mild axial hypotonia. Ophthalmological examination 

showed myopia and auditory examination was normal.  

Cardiac and abdominal ultrasounds were normal. CGH array was normal.  

Brain MRI performed at the age of 6 years showed bilateral nodular heterotopia contiguous mostly 

along the frontal and parietal part of the lateral ventricles regions, sparing the temporal and the 

occipital horns, without cortical anomalies. 

FLNA sequenced with normal results. 

 

BRC127 (c.2677G>A; p.Glu893Lys)  

First child to healthy unrelated parents. Born at term after uneventful pregnancy, birth weight 3120g, 

Apgars 9 at 1 and 9 at 5 minutes. Cleft palate and micrognathia noted at a few hours old. Also has 2/3 

syndactyly of toes bilaterally, 5
th
 finger clinodactyly and deep set eyes. Failed initial hearing test and 

bilateral hearing aids supplied.  
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Occipital frontal circumference (OFC) at 2 months of age 38 cm ( 9
th
 to 25

th
). Very hypotonic, marked 

head lag. Weight gain poor. Initial MRI failed due to inadequate sedation. 

Age 4 months weight 5.29 kg, length 61 cm and OFC 39.0 cm.  

Normal female karyotype and microarray showed 1.5Mb Xp22.31 gain (6,461,638-8,010607)x 3 

Susceptibility variant for neurobehavioral phenotypes but didn’t explain the patient’s symptoms. 

Patient is on DECIPHER as SMH 259695.  

Dehydrocholesterol was normal as was screening of connexin genes. 

Age 12 months MRI finally successful: ―There is bilateral symmetrical subependymal nodularity 

consistent with gray matter heterotopia outlining both lateral ventricles. The frontal cortex is also a 

little irregular in outline, as is the insula, suggesting possible cortical dysplasia. Patchy high signal is 

present in the frontal white matter consistent with dysmyelination. The ventricular system is normal in 

size. There are normal appearances to the brainstem and cerebellum. Corpus callosum is a little thin. 

Otherwise myelination shows some delay for a child of this age. Normal pituitary and internal 

auditory meaty, vestibule, semicircular canals.‖  

FLNA sequenced with normal results. 

Review age 4yr 1m. Walked independently at 3yr 11m. Hearing improved but still some mild 

impairment due to middle ear problems. Points and can use an I-Pad to communicate but no words. 

Good general health, hyperactive and difficult to examine.  OFC 48.5 cm ( 0.4-2
nd

). 

Rather long face and small mouth. Crowded teeth. SATB2 sequenced with normal result. 

No further MRI scans have been carried out since. 

 

Family S: P347-II.2 and P347-II.3 (c.2677G>A; p.Glu893Lys) 

Family S comprises one healthy girl and two affected siblings, one girl and one boy of healthy 

unrelated parents. The proband is the second child. During pregnancy, ultrasound has shown bilateral 

club feet. Neonatal examination demonstrated truncal hypotonia, bilateral syndactyly of the second 

and the third toe, bilateral club foot and bilateral fifth fingers clinodactyly. She also showed cleft 

palate and septal interventricular defect. Her motor development was severely delayed and she started 

walking at 4 years of age. Bilateral neurosensory deafness was diagnosed at 4 years. She developed 
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seizures at 12 years that were rapidly controlled by antiepileptic drugs. At last evaluation at the age of 

20 years, her height was 148 cm, her weight 47kg and head circumference 52 cm. She demonstrated 

severe intellectual disability without behavioral disturbances.  

Her young brother was the last child, born at term (41 GW, gestation weeks) after uneventful 

pregnancy. Neonatal parameters were within the normal range. At birth, he showed truncal hypotonia 

and feeding difficulties. On examination, he demonstrated microretrognathism, bilateral syndactyly of 

the second and the third toe, clinodactyly of the fifth fingers, camptodactyly of the 2
nd

 and 3
rd

 of IPP. 

He also developed few seizures that disappeared with anti epileptic drugs. His development was also 

severely impaired, unable to walk independently at 8.5years and severe language delay.  

CGH array and FLNA screening were normal 

 

PNC (c.2677G>A; p.Glu893Lys) 

No Cha is the third child of healthy unrelated parents. No medical familial history. She was born at 

term (38 WG) after normal pregnancy. Neonatal parameters were normal normocephaly (34cm, 50th 

percentile) with normal weight (3.360g, 50th percentile) and height (50 cm 50th percentile) . Posterior 

palatal cleft was discovered in neonatal period. Neurological examination was normal. 

She was referred to clinical genetics at 12 months of age, for developmental delay and mild 

dysmorphic features, that included hypertelorism, small nose, with anteverted nostrils, micrognatism, 

round face. Developmental milestones were delayed, since she was not able to stand unaided but sit 

with aid.  

Growth was normal, for the head (in the – 1SD range), height (+ 2SD) and weight (- 0.25 SD).  

At last evaluation at 34 months, she was able to walk with aid, no language and to manipulate with 

both hands without fine prehension. Neurological examination showed mild axial hypotonia. 

Cardiac ultrasounds showed membranous interventricular communication. CGH array was normal 

Brain MRI performed at 7 months showed bilateral nodular heterotopia contiguous mostly along the 

frontal and parietal part of the lateral ventricles regions, sparing the temporal and the occipital horns, 

with bifrontal polymicrogyria. 
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pvhn31124 (EPGP012746) (c.2082G>T; p.Gln694His) 

This participant presented at age 5 months with infantile spasms (IS) and hypsarrhythmia on EEG. She 

has been born full term, with Apgar scores of 8 and 9 at 1 and minutes.  She was noted shortly after 

birth to have a cleft palate, which was subsequently repaired.  She had mild head lag and axial 

hypotonia and was unable to reach for objects at 5 months at the time of diagnosis of IS.  At 8 months, 

these issues were improving, but she was still unable to sit unsupported. Weight, length, and occipito-

frontal circumference (OFC) were all normal, ranging from the 20
th
 to 33

rd
 percentile (at 8 months, 

weight 7.6kg—20
th
 percentile, length 68cm—33

rd
 percentile, OFC 43cm—25

th
 percentile).  

Examination revealed mild 5
th

 finger syndactyly bilaterally and 2/3 syndactyly of the toes of the left 

foot with normal toes in the right foot.  Visual evoked potentials (VEPs) were abnormal, and she was 

diagnosed with cortical visual impairment as well as optic nerve pallor. MRI was noted to show 

PVNH in the lateral ventricles; a mutation in FLNA was suspected but sequencing for FLNA 

mutations was reportedly normal.  Array CGH was also obtained and was normal. 

 

DDDP110533 (c.2036A>G Tyr679Cys) 

This patient is the first child to healthy unrelated parents and two maternal half siblings are healthy. 

Choroid plexus cysts were identified on antenatal scan. Fetal movements and liquor volume were 

normal. He was born at term +6 days weighing 3kg. Apgar scores were 8 at 1 minute, 9 at 5 minutes. 

At birth he was found to have Pierre Robin sequence and required tracheostomy on day 1. Additional 

features noted at birth were bilateral undescended testes, syndactyly involving digits 1-4 of both feet, 

contractures of fingers, thumbs, elbows and knees and prominent eyes with a divergent strabismus. 

Head circumference was 32.8cm at 6 days of age. Echocardiogram and skeletal survey were normal. 

Renal ultrasound showed only mild dilated right renal pelvis. He required Nasogastric feeding and 

subsequently gastrostomy. Low tone was noted at 4 months and developmental progress was very 

slow. At last review age 6y 3 months he could roll but was not sitting or standing independently. He 

could use both hands to explore objects and was pointing to needs. Since reversal of tracheostomy he 
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can vocalize but has no words. He is able to make choices using a picture exchange system, can point 

and nod in response. He is a happy boy who sleeps well. 

He showed initial poor visual behavior with divergent squint and horizontal nystagmus. At surgery for 

his complex squint the inferior oblique and inferior rectus muscles to the right eye were found to be 

absent. Visual evoked potentials showed somewhat attenuated flash evoked potential responses. His 

hearing is normal. He had jaw distraction surgery at 3y 7/12, decannulation of tracheostomy at 4 1/2 y 

and repair of cleft palate at 4y 9/12. 

Occasional myoclonic-like jerks were noted at 4 months and an EEG at that time was abnormal with 

relative excess slow wave and irregular spike and slow wave complexes. He was commenced on 

valproate at 10 months. Absence seizures started at around 11 months. 

Brain MRI at 7 months showed bilateral PNH, a degree of cerebral underdevelopment but normal 

corpus callosum.  

Weight has been 25-50
th

 centile and length 50
th
 centile.  

Investigations have included normal chromosome microarray (OGT 8x60K), MECP2, MLPA, FLNA 

sequencing, CK and 7-dehydrocholesterol. 
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rescuing impaired radial migration due to Tubb3
knockdown

Yoann Saillour1,2, Loı̈c Broix1,2, Elodie Bruel-Jungerman3,4,5, Nicolas Lebrun1,2,

Giuseppe Muraca1,2, Julien Rucci1,2, Karine Poirier1,2, Richard Belvindrah3,4,5, Fiona Francis3,4,5

and Jamel Chelly1,2,∗
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Over the last years, thecritical roleofcytoskeletal proteins incorticaldevelopment includingneuronalmigration

aswell as inneuronalmorphologyhasbeenwell established. Inputs fromgeneticstudieswereprovided through

the identification of several mutated genes encoding either proteins associated with microtubules (DCX, LIS1,

KIF2A, KIF5C, DYNC1H1) or tubulin subunits (TUBA1A, TUBB2B, TUBB5 and TUBG1), in malformations of cor-

tical development (MCD). We also reported the identification of missense mutations in TUBB3, the postmitotic

neuronal specific tubulin, in six different families presenting either polymicrogyria or gyral disorganization in

combination with cerebellar and basal ganglial abnormalities. Here, we investigate further the association be-

tween TUBB3mutations and MCDs by analyzing the consequences of Tubb3 knockdown on cortical develop-

ment in mice. Using the in utero-electroporation approach, we demonstrate that Tubb3 knockdown leads to

delayed bipolar morphology and radial migration with evidence, suggesting that the neuronal arrest is a transi-

ent phenomenon overcome after birth. Silenced blocked cells display a round-shape and decreased number of

processes and adelay in the acquisition of the bipolarmorphology. Also,more Tbr2 positive cells are observed,

although less cells express the proliferation marker Ki67, suggesting that Tubb3 inactivation might have an

indirect effect on intermediate progenitor proliferation. Furthermore, we show by rescue experiments the

non-interchangeability of other beta-tubulins which are unable to rescue the phenotype. Our study highlights

the critical and specific role of Tubb3 on the stereotyped morphological changes and polarization processes

that are required for initiating radial migration to the cortical plate.

INTRODUCTION

During brain development, the radial migration of newborn pyr-
amidal neurons is critical for the formation of a laminar cortex in
mammals. Post-mitotic neurons exiting from the proliferative
ventricular zone (VZ) start their journey by acquiring a succes-
sion of bipolar, multipolar and then again bipolar morphologies
in the subventricular (SVZ) and intermediate zones (IZ). They
migrate long distances to reach their final destination in the cor-
tical plate (CP) forming an ‘inside-out’ layered cortex (1–3).
These steps are followed by dendritic and axonal extensions
and the implementation of neuronal circuitry.

Over the last years, the critical role of cytoskeletal proteins in
cortical development including steps of neuronal migration and
neuronalmorphology has beenwell established. Genetic studies
demonstrated the implication of several genes encoding either
microtubule-associated proteins (MAPs), other microtubule-
binding proteins ormotors, or tubulin subunits inmalformations
of cortical development (MCD).Mutations in theDCX and LIS1
genes, encoding proteins that modulate microtubule (MT)
homeostasis, were shown to be associated with a spectrum of
lissencephaly neuronal migration disorders encompassing
agyria, pachygyria and laminar heterotopias (4–8). More
recently, mutations in genes encoding MT-related motor
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proteins, including kinesins (KIF2A and KIF5C) and dynein
(DYNC1H1) were also found in MCD patients (9). Moreover,
the importance of MT related functions were further demon-
strated by the direct association of mutations in tubulin genes
and these cortical developmental disorders (10). Indeed, alpha-
tubulin (TUBA1A and TUBA8), beta-tubulin (TUBB2B) and
gamma-tubulin (TUBG1) genes were shown to be involved in
lissencephalies and polymicrogyria (11–14), while mutations
inTUBB5were identified in casespresentingmicrocephaly asso-
ciated with cortical gyration abnormalities (15). Furthermore,
we identified missense mutations in TUBB3, a postmitotic
neuronal tubulin, in six different families presenting either poly-
microgyria or gyral disorganization in combination with cere-
bellar and basal ganglial abnormalities (16) (OMIM#
614039). In this study, we also reported a de novo heterozygous
p.Met388Val mutation in a fetal case with microlissencephaly.
TUBB2B and TUBB3 were also found mutated in congenital
fibrosis of the extraocular muscle disorders (17,18). Finally,
mutations in the TUBB4A gene were recently reported in fam-
ilies presenting whispering dysphonia associated with dystonia
(19,20) and in a leukoencephalopathy hypomyelination syn-
drome (21).
Tubulin subunits are highly conserved during evolution and

alpha–beta tubulin heterodimers are the structural components
of MTs. There are multiple copies of the tubulin genes in
human and rodent genomes. Alpha- and beta-tubulin subunits
are thus encoded by 19 genes (10 alpha and 9 beta) in human
and eight alpha- and eight beta-tubulin genes have been isolated
in mice (http://genome.ucsc.edu/). Each alpha/beta-tubulin
shows.90%amino acid identitywith other alpha/beta-tubulins
(22). Tubulin isotypes expression and distribution in different
cells or tissues is highly regulated, and their apparent redundancy
more probably underlies cellular and functional diversity
requirements (23). Whereas any of the isotypes could ensure
basic structural functions, such as forming an interphase cyto-
skeleton network (24), convergent studies tend to confirm the
functional specificity of the different tubulin isoforms. For in-
stance, specific knockdowns of a set of beta-tubulins in cell cul-
tures showed, for each of the targeted subunits, different cellular
phenotypes in differentiating neuronal cells (25).Though further
in vivo studies are required, these results highlighting the
importance of specific combinatorial expression of different
tubulin isoforms, are in favor of the much debated multi-tubulin
hypothesis (26).
Here, we investigated the association between TUBB3 muta-

tions and MCDs by analyzing the consequences of either Tubb3
knockdown or overexpression of TUBB3 mutations on radial
neuronalmigration in themouse cortex, using an in utero-electro-
poration approach. We also demonstrate, by rescue experiments,
the non-interchangeability of certain beta-tubulins during brain
development, confirming their functional specificity.

RESULTS

Tubb3 inactivation perturbs radial migration

In order to assess the consequences of Tubb3 loss of function on
the cortical development, we used an in utero-electroporation
approach to deliver specific short hairpin RNAs (shRNAs) into
cortical progenitor cells of the mouse brain VZ. Two specific

anti-Tubb3 shRNAs targeting the 3′UTR sequence were
cloned in a psiStrike vector under the control of theU6promoter.
Cellular experiments in P19 neuroblastoma cells showed an ex-
tinction of Tubb3 at the transcript (sh1:244%; sh2:267%) and
protein (sh1:234%; sh2:267%) levels and only a minor effect
of a scrambled sequence compared with the untransfected
control (Fig. 1A and B). The validated shRNAs and scramble
constructs were then individually electroporated in utero, to-
gether with an RFP reporter construct into the mouse cortical
VZ at embryonic day E14.5, a time coincident with extensive
neuronal production and migration. Control electroporated
cells gave rise to red fluorescent young neurons migrating
toward the CP. Embryos were harvested 4 days later (E18.5)
and the migration pattern of the electroporated cells was deter-
mined by the quantification of RFP+ cells in the different cor-
tical regions: VZ/SVZ, IZ and CP. We checked the efficiency
of the shRNAs in vivo by immunolabeling the Tubb3 protein
in brain sections and confirmed the large reduction of Tubb3 ex-
pression in electroporated cells (Fig. 1C). In cortices transfected
only with the RFP plasmid, nearly all the neurons were found as
expected in the CP (VZ: 5.6+ 3.4%, IZ: 6+ 3.3%, CP: 88.4+
6.7%), while the scrambled construct showed slightly lower
number of cells in the CP with a proportion still remaining in
the IZ, although this did not reach significance (VZ: 8.86+
3.6%, IZ: 18.8+ 5.1%,CP: 74.1+ 8.3%) (RFPversus scramble
Mann–Whitney test; P-value: VZ 0.59; IZ 0.11; CP 0.26). In
contrast, neurons transfected with the shRNAs against Tubb3
displayed a severe and significant arrest in radial migration. A
majority of them were blocked in the IZ with only a few
neurons found in the CP (Sh1; VZ: 11.5+ 5.2%, IZ: 78.2+
7.8%, CP: 10.5+ 4.5%; Sh2; VZ: 23.3+ 3.5%, IZ: 53.7+
3.5%, CP: 22.3+ 0.2%) (sh1 versus scramble P-value: VZ
0.35; IZ∗∗; CP∗∗; sh2 versus scramble P-value: VZ∗; IZ∗∗;
CP∗∗). To validate the specificity of this result, we carried out
a rescue experiment by co-electroporation of the anti-Tubb3
sh1 construct and the sh-resistant human TUBB3-coding se-
quence (NM_006086.3) and revealed a significant derepression
of the shRNA blocking effect (VZ: 1.4+ 0.7%, IZ: 16.3+
6.3%, CP: 82.3+ 6.8%) (sh1 versus sh1+cTUBB3 P-value:
VZ 0.06; IZ∗; CP∗) confirming the specificity of the shRNAs
and the importance of Tubb3 for radial migration to the cortex
(Fig. 1D–F).

TUBB1, TUBB2B and TUBB4A do not fully rescue the
Tubb3 knockdown migration defect

To assess the possible functional redundancy of tubulin subunits
and the capacity of other beta-tubulins to substitute for the
Tubb3 loss of function, we co-electroporated the Tubb3 shRNA
with the human-coding sequence of three other beta-tubulins.
We selected one that is weakly expressed in human fetal brain
(TUBB1, NM_030773) and two which are highly represented in
this tissue (TUBB2B, NM_178012 and TUBB4A, NM_00
6088) (data not shown). TUBB1 cDNA was not able to rescue
theTubb3knockdownphenotype as a largemajority of electropo-
rated cells remained blocked in the VZ and IZ (VZ: 21.5+6%,
IZ: 68.2+5.2%, CP: 10.3+4.1%) (sh1 versus sh1+cTUBB1
P-value: VZ: 0.29; IZ: 0.41; CP: 0.73). On the other hand,
TUBB2B and TUBB4A expression led to a partial rescue as
two equal populations of neurons were observed in the IZ and
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Figure1.Effect of theknockdownofTubb3by shRNA. (A–C)Validationsof efficiencyof twosh-RNAsconstructs targetingTubb3.Expressionof these twoshRNAs
in P19 cells led to a decrease of the RNA transcript (sh1:244%; sh2: 267%) (A) that was confirmed at the protein level by western blotting (B). We checked the
efficiencyof the shRNAs in vivoby immunelabeling theTubb3protein in brain sectionsusing theTuj1antibodyandconfirmed the large reductionofTubb3expression
in electroporated cells, scale bar 5 mm (C). (D, E) Examination of E18.5 coronal sections of mouse brain, electroporated at E14.5 with RFP alone, or sh1, sh2 and
scrambledRNAs togetherwith theRFPplasmid (D), or the sh1 togetherwith an empty vector or the TUBB3 rescue construct (E). (F) Fluorescent neurons positioning
was quantified in three different regions: VZ/SVZ, IZ and CP. Control cells reached the CP (RFP embryos n ¼ 4, VZ: 5.6+3.4%, IZ: 6+3.3%, CP: 88.4+6.7%;
scramble n ¼ 6, VZ: 8.86+3.6%, IZ: 18.8+5.1%, CP: 74.1+8.3%), whereas shRNAs expressing cells were found in a large majority in the IZ (Sh1, n ¼ 4, VZ:
11.5+5.2%, IZ: 78.2+7.8%, CP: 10.5+4.5%; Sh2, n ¼ 4, VZ: 23.3+3.5%, IZ: 53.7+3.5%, CP: 22.3+0.2%) (sh1 versus scramble Mann–Whitney test
P-value:VZ: 0.35; IZ∗∗; CP∗∗; sh2 versus scramble: VZ∗; IZ∗∗∗; CP∗∗∗) (E). cTUBB3overexpression leads to the rescue of the shRNAmigration phenotype, electro-
porated neurons were found mainly present in the CP (n ¼ 5, VZ: 1.4+0.7%, IZ: 16.3+6.3%, CP: 82.3+6.8%) (sh versus sh+cTUBB3 P-value: VZ: 0.06; IZ∗;
CP∗), scale bar 100 mm (D–E).
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CP at day E18.5 (sh1+cTUBB2B VZ: 18+3.1%, IZ: 47.1+
8.4%, CP: 34.9+9.6%; sh1+TUBB4A VZ: 13.8+3.7%, IZ:
44.5+9.7%, CP: 41.7+12.5%) (sh1 versus sh1+cTUBB2B
P-value: VZ 0.24; IZ∗; CP 0.07; sh1 versus sh+cTUBB4A
P-value: VZ: 0.60; IZ: 0.09; CP: 0.26). In view of this result, we
checked theexpressionefficiencyof thesebeta-tubulinsafter elec-
troporation. Indeed, expression analysis of the transgenes by real-
time RT–PCR experiments after in utero electroporation and
dissection of the electroporated cortical region, showed an effi-
cient and significant expression of these beta-tubulin transgenes
(i.e., 177–564 times higher in electroporated regions compared
with non-electroporated brains, data not shown).
Although a partial rescue of the migration phenotype was

obtained by these two beta-tubulin subunits, the diffused distri-
bution of electroporated cells still remained substantially differ-
ent from that of the organized cells expressing scramble RNA
and RFP alone (Fig. 2A and B), supporting the non-
interchangeability of these beta tubulins during cortical develop-
ment and the functional specificity of Tubb3.

TUBB3 mutants do not rescue the migration impairment

We sought to test whether the expression of MCD-related
TUBB3 mutants could complement the phenotype caused by
knockdown of Tubb3. We selected therefore TUBB3 variants
associated with variable phenotypes in patients and tested
p.Gly82Arg and p.Met388Val TUBB3 mutations, responsible
for multifocal polymicrogyria in one patient and fetal microlis-
sencephaly, respectively (16). We electroporated each of these
two constructs, in combination with the Tubb3-shRNA-1 and
analyzed the position of electroporated cells within the cortex.
In both experiments, the mutants did not suppress the shRNA
effect: while some of the cells reached the CP (sh1+
p.Gly82Arg: 26.5+ 11.4%; p.Met388Val: 23.6+ 4.5%), ama-
jority of them were blocked in the VZ and IZ (p.Gly82Arg VZ:
20.3+ 6.6%, IZ: 53.2+ 7.5%; p.Met388Val VZ: 21.5+
4.8%, IZ: 55+ 5.1%), quite similar to the shRNA-1 alone and
significantly different from the scramble shRNA (Fig. 2C and
D) (sh1 versus sh1+ p.Gly82Arg P-value: VZ: 0.35; IZ∗; CP:
0.48; sh1 versus sh1+ p.Met388Val P-value: VZ: 0.3; IZ∗;
CP: 0.16) (scramble versus sh1+ p.Gly82Arg P-value: VZ:
0.09; IZ∗; CP∗; sh1 versus sh1+ p.Met388Val P-value: VZ:∗;
IZ∗∗; CP∗∗).
We also overexpressed the wild type and the two TUBB3

mutants alone and observed that the electroporated neurons
reached the CP normally. However, when examining more pre-
cisely neuronal position it seemed that while control and
p.Gly82Arg electroporated neurons reached the upper layers
of the CP in a comparable way, the p.Met388Val transfected
neurons were arranged in a more diffuse manner in the CP com-
pared with the wild type which may suggest a minor dominant
effect on migration (Fig. 2E and F).

The migrating defect related to Tubb3 knockdown
is a transient phenomenon

We looked at the effect of the Tubb3 shRNA electroporated at
E14.5, on neuron positioning at different embryonic and post-
natal stages (E16.5, E17.5, E18.5, P0, P2 and P7). At E16.5 the
distribution of RFP+ neurons was quite similar comparing sh

and scramble conditions, most of them were found in the VZ
and the lower IZ, except for a small proportion of neurons that
had already reached the upper IZ. The migration delay of the
sh electroporated neurons appeared more evident at E17.5, the
effect culminating at E18.5. At the neonatal stage P0 some of
the sh electroporated neurons reached the CP and at postnatal
stages P2 and P7, no particular differences between the scramble
and sh conditions were seen and fluorescent neurons formed a
thin layer in the upper part of the cortex (Fig. 3A). In order to
verify this result, we checked by immunolabeling of postnatal
(P2) brain sections that silencing by shRNA is not transient in
neuronal cells that reach the CP. Anti-Tubb3 antibodies
showed the presence in the CP of neuronal cells positive for
the RFP reporter marker showing a downregulation of Tubb3
(data not shown). Furthermore, brain slices were also stained
with an antibody against caspase 3 to assess for an apoptosis of
cells arrested in the IZ by immunolabeling of brain sections at
E16.5, E18.5 and P2 stages (2, 4 and 6 days after electropor-
ation). No differences were observed between scramble and
shRNA conditions (data not shown). These data suggest
that the migration phenotype of the neuronal population defi-
cient for Tubb3 is a transient phenomenon and arrested
cells maintained their ability to reach the CP 6 days after
electroporation.

Tubb3 inactivated cells displayed an abnormal morphology

To better define the defect observed during radial migration, we
examined the morphology of cells accumulated in the SVZ/
lower IZ in control and sh1 conditions at E16.5.While the migra-
tion pattern did not seem to be widely altered, the shape of Tubb3
deficient cells appeared to be different when compared with
control. Indeed, a great majority of control cells showed a multi-
polar morphology with visible processes (scramble: 60+5.5%,
sh: 42.4+2.5%; t-test, P∗

, 0.05), compared with the inacti-
vated cells which showed more round shape with no or very
short processes (scramble: 8.1+2.6%, sh: 26+3.8%; t-test,
P∗

, 0.01) (Fig. 4A and B). Around 30% (scramble: 31.9+
3.6%, sh: 31.6+3.1%) of cells in both control and knockdown
conditions displayed a typical migrating uni- or bipolar morph-
ology. Similar morphological states were still visible at E18.5 in
shRNA electroporated cells blocked in the lower IZ, whereas
the control cells had already reached the CP. Approximately
40% of shRNA cells remained multipolar (20.4+8.6%) or dis-
played round shapes with no or short processes (20.3+9%)
(Fig. 4B). Thus, Tubb3 shRNAcellsmay be retarded in theirmor-
phological development.

In addition, we examined the orientation of the main process
of cells harboring a bipolar shape at E16.5 and E18.5 days. We
divided them into three main categories according to the orien-
tation of the main process with respect to the surface of the ven-
tricle (radially, tangentially or inversely oriented). shRNA and
scramble conditions showed similar distributions at E16.5 with
a majority of cells oriented radially with an angle of migration
between 608 and 908 (scr: 65.1+ 5%, sh: 51.4+ 8.4%), a
small proportion of cells moved tangentially with an angle
between 08 and 308 (scr: 10.1+ 2.4%, sh: 14.1+ 4%) and
≏20% of them migrated towards the ventricle (scr: 15.2+
4.9%, sh: 22.9+ 3.6%) (n: scr ¼ 262, sh v ¼ 206). At E18.5,
whereas control cells had already reached the CP, knockdown
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cells displayed similar orientations as at E16.5. Half of them
(48.3+ 4.8%) were radially oriented, 5.8+ 4.2%were tangen-
tially oriented and 35+ 4.5% moved toward the ventricle

(Fig. 4C). Altogether, these results showed that Tubb3 inactiva-
tion has an impact on neurons morphological changes at E16.5
but not on the orientation of their main process.

Figure2.Rescue experiments usingTUBB1,TUBB2BandTUBB4AandoverexpressionofTUBB3mutants. ExaminationofE18.5 coronal sections ofmouse brains
electroporated at day E14.5. (A,B) Electroporation of Tubb3 shRNA in combinationwith the coding sequences of TUBB1, TUBB2B and TUBB4A (A). Fluorescent
neuronpositioningwas quantified in three different regions:VZ/SVZ, IZ andCP (B).The sh1+TUBB1condition showedamajority of cells in the IZ (embryosn ¼ 5,
VZ: 21.5+6%, IZ: 68.2+5.2%, CP: 10.3+4.1%) (sh1 versus sh1+cTUBB1 P-value: VZ: 0.29; IZ: 0.41; CP: 0.73), the sh1+TUBB2B and sh1+TUBB4A con-
ditionsdisplayed two relativelyequalpopulations in the IZandCP(TUBB2Bn ¼ 8,VZ:18+3.1%, IZ:47.1+8.4%,CP:34.9+9.6%;TUBB4An ¼ 9,VZ:13.8+
3.7%, IZ: 44.5+9.7%, CP: 41.7+12.5%) hence showing partial rescue (sh1 versus sh1+cTUBB2B P-value: VZ: 0.24; IZ∗; CP: 0.07; sh1 versus sh1+cTUBB4A
P-value: VZ: 0.60; IZ: 0.09; CP: 0.26). (C, D) Two MCD-related mutations (p.Gly82Arg and p.Met388Val) were co-electroporated with the sh construct, in both
conditions, a majority of cells were found in the IZ (p.Gly82Arg n ¼ 6, IZ: 53.2+7.5%; p.Met388Val n ¼ 12, IZ: 55+5.1%) showing therefore partial rescue.
(E, F) Overexpression of TUBB3 WT or p.Gly82Arg and p.Met388Val mutants alone (E). In the three conditions, electroporated neurons migrated to the CP.
The CP was divided in five strata (1 ¼ IZ-CP boundary, 5 ¼ marginal zone) and showed a similar pattern for both WT (n ¼ 4) and p.Gly82Arg (n ¼ 3) conditions
and a shift of the position of the neurons overexpressing the p.Met388Val (n ¼ 4) mutation to lower layers (F). Error bar represents SEM, Mann–Whitney test,
∗∗P , 0.01. Scale bar 100 mm.
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Effect of Tubb3 inactivation on intermediate progenitors

We then sought to determine whether Tubb3 inactivation has an
impact on the intermediate progenitor (IP) population in the
SVZ. We therefore examined the number of these progenitors
by labeling with the IP specific marker, Tbr2, at the E16.5
stage in brains electroporated 2 days earlier with shRNA and
scramble constructs. We found a significant increase of Tbr2+
electroporated cells in the shRNA condition compared with
the control (scramble: 27.8+ 1.7%; sh1: 36.5+ 2%; t-test,
P∗

, 0.05) (Fig. 5A). This result suggesting a transition defect
and/or a failure of these cells to differentiate into postmitotic
neurons prompted us to further investigate consequences of
Tubb3 downregulation on IP proliferation.
We checked the expression of Tubb3 in IPs by immunolabel-

ing embryonic brain sections and primary cultures of dissociated
progenitors. Double labeling of brain sections suggests that
Tubb3 is expressed in a subset of Tbr2 positive cells which are
enriched in the basal layer of the SVZ. Because Tbr2 and
Tubb3 are localized in different cell compartments, it remained
difficult to unambiguously ascertain that these cells express both
markers. To further confirm this result, we generated cultures of
neuronal progenitor cells and assessed the expression of the two
markers. Analysis of the results showed a minor population
co-expressing Tubb3 and Tbr2, corresponding to ≏10% of the
total population of IPs (data not shown).
We also performed quantitative comparative analysis of the

proliferation of these cell populations following in utero electro-
poration of scramble and Tubb3-targeting shRNAs. In the VZ no
quantitative difference for PH3+, nor forKI67+ cells (RFP elec-
troporated cells) was observed. However, in the SVZ, we found a
reproducible significantly reduced number of Ki67+ cells for the
Tubb3 shRNA in comparison with the scramble control. For
PH3+ cells in the SVZ, no difference between the scramble and
shRNA was observed, the scarcity of PH3-positive cells did not

allowed reliable statistical comparison (Fig. 5B and C). In inde-
pendent subsequent in utero-electroporation experiments and
quantitative comparative analysis using double immunolabeling
of brain sectionswith anti-Tbr2 andanti-Ki67 antibodies,wecon-
firmed the observed decrease of cells in the SVZ co-expressing
Tbr2 and Ki67 in the shRNA condition compared with the
control (scr: 4.9+1%, sh: 2.4+0.9%; n: scr ¼ 453, sh¼ 372,
x
2-test, ∗P, 0.05; data not shown).
Altogether these data show the critical role of Tubb3 in cor-

tical development, especially in the morphological changes
undertaken by cells at the beginning of migration and in the
regulation of the IP transition towards their differentiation into
neuronal cells.

DISCUSSION

The subunit tubulin beta 3 has been considered as a specific
marker of neurons for decades and its implication in brain devel-
opment was more recently emphasized by its involvement in
MCDs (16). Here, we used an in utero-electroporation approach
to explore more precisely the role of Tubb3 in mouse brain
during cortical development. We describe a delay of migration
that culminates at E18.5 in neurons electroporated at E14.5
with shRNA constructs suppressing Tubb3 expression. These
results show thatTubb3plays an important role in the correctmi-
gration of pyramidal neurons in fitting with the MCD pheno-
types. Similar studies previously demonstrated a deleterious
effect of shRNAs against Tubb2b and Tubb5 during cortical
radial migration in the rodent. While the knockdown of
Tubb2b disrupt the radial migration in rat (13), anti-Tubb5
shRNA led to a blocking of the migration in mouse cortices
with a specific impact on the length of the neurogenic cell
cycling (15). We show here delayed initiation of migration in
Tubb3 mutant cells which take a longer time to develop a

Figure 3.Effects of theTubb3 shRNAat pre- and post-natal stages on the radialmigration.Mouse brainswere electroporated at E14.5with the shRNAagainst-Tubb3
or control constructs and embryos or pups harvested at E16.5, E17.5, E18.5, P0, P2 and P7. At day E16.5, sh (embryos n ¼ 6) and control (n ¼ 3) cells were similarly
present in the SVZ/lower IZ.While control electroporated cells started to reach the CP fromE17.5 stage (n ¼ 13), sh cells were still blocked in the SVZ/IZ (n ¼ 7). A
majorityof control cells reached theCPatE18.5 (n ¼ 4),whereas shelectroporatedcells remainedmostly in theSVZ/IZ (n ¼ 4).Later, a significantproportionentered
theCPatP0 (shn ¼ 4, scramblen ¼ 6) andfinally formeda compact layer in theupperCPatP2 (shn ¼ 4, scramblen ¼ 3) andP7 (shn ¼ 5, scramblen ¼ 4). Scalebar
100 mm.
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bipolar morphology. These combined results confirm the im-
portance of theMTduring various steps of cortical development.
Interestingly, in this experimental design the Tubb3-related

migration defect seems to be a phenomenon that disappears
4–5 days later in postnatal stages. The result showing a contin-
ued downregulation of Tubb3 in neuronal cells that had reached
the CP suggest that Tubb3-related migration defect is transient.
Though additional investigations are required to address this ob-
servation, these data suggest that neurons that do not express
Tubb3 maintain migratory potential in early stages after birth.
This has been also shown in Dcx knockdown condition, in
which blocked neurons in the VZ/ IZ resumed their migration

after overexpression of Doublecortine transcript at P0 (27).
Also, as expression of TUBB2B, TUBB1 and TUBB4A
cDNAs did not rescue the migration phenotype, it suggests
that other tubulins could be involved in the adaptive phenom-
enon and compensate the lack of Tubb3 allowing neuronal
cells to recover their migration ability. Similarly, expression
profiles during neuronal development of MT-interacting pro-
teins could also contribute to theobserved recuperation ofmigra-
tion. Tubb3 downregulation leads to a significant reduction of
multipolar processes in E16.5 SVZ. Moreover, silenced cells
still display multipolar or round shapes at E18.5 (morphologies
which are not observed at this stage in control cells). These

Figure 4.Characterization of cells blocked in the SVZ and lower IZ after Tubb3 inactivation. (A,B) Morphology of cells in the SVZ/lower IZ of E16.5mouse brains
electroporated 2 days earlier with sh anti-Tubb3 or control shRNA. These inactivated cells displayed a decrease of the multipolar morphology with multiple visible
processes (scr: 60+5.5%, sh: 42.4+2.5%) and an increase of round-shaped cells with very short processes (white arrows) compared with the control (scr: 8.1+
2.6%, sh: 26+3.8%)with an equal amount of uni/bipolar cells (scr: 31.9+3.6%, sh: 31.6+3.1%) (n: scr ¼ 305, sh ¼ 156). Scale bar 10 mm.Twodays later, at day
E18.5, 20.4+8.6% of blocked cells in the sh condition were multipolar and 20.3+9% remained round with short processes, whereas 59.3+7.3% were uni- or
bipolar (n ¼ 87). (C)Orientationstudyofbipolar cells in theVZ. shRNAandscrambleconditions showeda similar repartitionatE16.5with amajorityof cells oriented
radially (scr: 65.1+5%, sh: 51.4+8.4%) and≏20%of themmigrating toward the ventricle (scr: 15.2+4.9%, sh: 22.9+3.6%) (n: scr ¼ 262, sh ¼ 206).AtE18.5,
while control cells have already reached theCP, Sh electroporated cells elongating amain processwere for half of them radially oriented (48.3+4.8%), 5.8%of them
elongated a process tangentially and 35+4.5% migrated toward the ventricle (n: sh ¼ 40). Error bar represents SEM, x2-test, ∗P , 0.05, ∗∗P , 0.01.
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results are reminiscent of previous studies showing that RNAi in
utero-electroporations-targeting Filamin A, Lis1 and Dcx, three
other genes responsible forMCDs and interacting directly or in-
directly with the cytoskeleton, lead to an accumulation of multi-
polar cells in the SVZ or the IZ (28). They also suggest that
Tubb3 appears necessary, through its structural role, for proper
MT dynamics and therefore neuronal morphology organization
and process elongation.
Concerning the other beta-tubulins tested here (TUBB1,

TUBB2B and TUBB4A), TUBB1 that is weakly expressed in
human fetal brain is not able to replace Tubb3 function,
leading to the hypothesis that these two beta subunits ensure
completely different functions, perhaps involving different
protein partners. Beta-tubulin-2B and -4A, two subunits
expressed in human fetal brain, overcome partially the Tubb3
related migration defect showing that they share some, but not
all brain specific functions. This result tends to support the
idea of the non-interchangeability of tubulin subunits. Our data
suggest that even if they share significant homology and
common functions, each tubulin subunit may have a specific
role that cannot be replaced by other subunits during cortical

development. These findings are also consistent with the exist-
ence of specific syndromes in human caused bymutations in dif-
ferent tubulin subunits. The complexity is also such that different
mutations in one tubulin gene can lead also to several different
phenotypes (13,16–18).

In this in utero-electroporation-based study, we tested two
TUBB3 MCD-related mutations: (i) p.Gly82Arg, responsible
for a moderate form of MDC within the TUBB3-related spec-
trum, and predicted to be adjacent to the lateral beta–beta inter-
action domain of tubulins and (ii) p.Met388Val, which leads to a
dramatic fetal form of microlissencephaly. This latter mutation
resides on the outer surface of the MT and could interact with
MAPs and motor proteins or be involved in protein folding
(29). We established that the two mutations fail to complement
the Tubb3 shRNA phenotype, although the two mutations
could act in slightly different ways in an overexpression
context.While the p.Gly82Argmutant had nomajor overexpres-
sion effect, p.Met388Val led to a mild dispersion of neurons in
the cortex that could have repercussions in the establishment
of a proper neuronal connectivity. These combined observations
may suggest that the first mutation acts as a loss of function and

Figure 5.Consequences of Tubb3 inactivation on IPs. (A) Quantification of Tbr2+/RFP+ cells in the SVZ of brains electroporated at E14.5 and examined at E16.5
after immunolabeling showed an increased number of Tbr2+ cells electroporated with the sh compared with the control (n: scr ¼ 1813, sh ¼ 688). (B,C) Immuno-
labelingswith antibodiesagainstPH3(B) andKI67 (C)of scrambleandshRNAelectroporatedbrain sectionsandquantificationofRFP+/PH3+ andRFP+/KI67+ in
theVZ (nPH3: scr ¼ 280, sh ¼ 261; nKI67: scr ¼ 343, sh ¼ 366) and the SVZ (nPH3: scr ¼ 561, sh ¼ 565; nKI67: scr ¼ 816, sh ¼ 897). Error bar represents SEM,
x
2-test, ∗P , 0.05, ∗∗∗P , 0.001. Scale bar 25 mm.
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the second could have potentially a dominant-negative effect
during mouse radial migration, consistent with the different
phenotype observed in patients. Given that all mutations identi-
fied in the tubulin isotypes (TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 and
TUBB5) are missense mutations, it is likely that some may act
in a dominant-negative fashion via an altered protein function,
thus in addition to haploinsufficiency, contributing to the
mechanisms underlying MCDs. Though recurrent mutations
are consistently associated with almost identical MCDs, at the
current level of our understanding of tubulin functions and
their cellular roles, and the potential multi-level effects of
tubulin mutations assessed by different assays, it is difficult to
predictmolecularmechanisms (haploinsufficiencyor dominant-
negative effect) and/or disease phenotype resulting from a given
mutated residue or isoform.
Finally, we showed that Tubb3 downregulation is associated

with a significant reduction of Ki67+ cells in the SVZ. This
finding that is apparently in contradiction with the increased
number of Tbr2 cells is also difficult to reconcile with the as-
sumption thatTubb3 ismainly expressed in postmitotic neuronal
cells. However, we can hypothesize that Tubb3 inactivation
might have an indirect effect on Tbr2 progenitor proliferation.
Indeed, Tubb3 inactivation and the subsequent disruption of
early differentiation and migration steps of cells that are still
Tbr2+ and their accumulation in the SVZ might indirectly
trigger through cell–cell contacts a signal that leads to a reduc-
tion of proliferation of IPs (Fig. 6). In view of these findings, we
are also attempted to hypothesize that normal cortical develop-
ment may also involve a cross talk between CP and VZ/SVZ.

It is well established that position of pyramidal neurons in the
CP is dependent of their date of birth, and here we propose that
cells that reach their final position in the CP ‘talk’ to the VZ,
via radial glia fibers, to allow a fine tuning of progenitor
proliferation.
Although many questions remain to be addressed, our study

emphasizes the crucial role of the MT network in different
steps of neuronal migration and especially in the critical stereo-
typedmorphological changes andpolarization processes that are
required for triggering and regulating radial migration towards
the CP. From our study, it appears clear that beta-tubulins are
non-interchangeable in the context of this neuronal radialmigra-
tion assay, providing therefore important information concern-
ing the debate of their potential redundancy.

MATERIALS ANDMETHODS

Vectors

We designed two different shRNA oligonucleotides targeting
the 3′UTR of the mouse Tubb3 transcript (Sh1 specifically
recognizes nucleotides 1427–1451, Sh2, nucleotides 1435–
1459, NM_023279). Annealed oligonucleotides were cloned
in the psiSTRIKE U6 promoter-driven vector. As control, we
used a scrambled oligonucleotide corresponding to Sh2.
Human beta-tubulin cDNAs were inserted in the pcDNA
vector (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) under the
CAG (chicken beta-actin promoter with CMV enhancer) pro-
moter for the rescue experiments.

Quantitative PCR and western blot

Plasmids used for in utero-electroporation were prepared using
the Endotoxin-Free Plasmid kit (Macherey Nagel, Duren,
Germany). Efficiency of the shRNAs against Tubb3 was
assessed at the transcript and protein levels by transfection in
murine P19 cells with the Neon System (Life Technologies).
RNAs were purified by the RNAeasy Kit (Qiagen, Venlo, Neth-
erlands), cDNAwere prepared withMaxima First Strand cDNA
synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Watham, MA, USA),
and then RT–PCR products amplified from cDNAwere quanti-
fied with the LightCycler 480 FastStart DNA SYBR Green I
Master kit in a LightCycler 480 System (Roche, Manheim,
Germany). Protein explorations were performed by loading
equal quantities of lysates on polyacrylamide gels, transferred
to nitrocellulosemembrane.After blockingwith a 5%milk solu-
tion (w/v), blots were incubated with the primary antibody over-
night at 48C. Mouse Tubb3 antibody from Covance (Princeton,
NJ) was used at 1:1000 and goat Actin antibody (SC-1616,
Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX, USA) was diluted at
1:1000. HRP (horseradish peroxidase) secondary antibodies
from Dako-Agilent Technologies (Santa Clata, CA, USA)
were used diluted at 1:5000.

In utero electroporation

In utero electroporationswere performed as described previous-
ly (30) using Swiss timed pregnant mice. Briefly, 1–2 mg of
plasmid DNA combined with fast green (2 mg/ml; Sigma)
were injected into the lateral ventricles of E14.5 brains and

Figure 6. Schematic representation illustrating the hypothesis, proposed in
the discussion, of cross talk between progenitors proliferation and neuronal
positioning.
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then electroporated into VZ progenitor cells by delivering five
electric pulses at 45 V for 50 ms at 950 ms intervals through
the uterine wall using a CUY21EDIT System (Nepagene,
Chiba, Japan). Embryos or pups were allowed to develop for
2–13 days, brains were harvested, and brain sections of 80 mm
were prepared using a vibratome (VT1000S, Leica, Solms,
Germany). The positions and morphology of transfected cells
were analyzed by fluorescence microscopy after fixation of the
sections with 4% paraformaldehyde using a DMRA2 micro-
scope (Leica Microsystems, Solms, Germany).

Immunohistochemistry

Free-floating sectionswere blockedwith 2%goat serum in phos-
phate buffered saline (PBS) and0.2%Triton-X100.Theprimary
antibodies used were anti-TBR2 (rabbit polyclonal, 1:200,
Abcam, Cambridge, UK), anti-beta 3 tubulin Tuj1 (mouse,
1:500, Covance, Princeton, NJ, USA), anti-phospho Histone
H3 (rabbit, 1:500, Millipore, Billerica, MA, USA), anti-Ki67
(mouse, 1:200, Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA)
overnight at 48C. After three washes in PBS, sections were incu-
bated with either FITC- or Cy5-conjugated secondary antibody
(Jackson Immunoresearch,WestGrove, PA,USA) in a 1:300 di-
lution at room temperature, washed and mounted with Fluoro-
mount (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Images were
acquired using a spinning disk system (Leica Microsystems,
Solms, Germany) for morphological analyses or a TCS SP5 II
(Leica Microsystems, Solms, Germany) for immunolabeling
analysis. All cells were counted for statistical analyses using
ImageJ software (NIH).
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DISCUSSION 

Au ou s de e t a ail de th se, ous a o s tout d’a o d pa ti ip  à l’i pli atio  de uat e ou eau  

gènes codant pour une kinésine motrice (KIF5C), une kinésine avec activité microtubule dépolymérase 

(KIF2A), la dynéine cytoplasmique (DYNC1H1) et une tubuline du centrosome, la tubuline-γ TUBG , 

dans un large spectre de MDC avec ou sans microcéphalie (Poirier et al. 2013). Ces données sont 

e ues e fo e  l’i portance du centrosome et des protéines liées aux microtubules dans le 

développement cortical. 

A la suite de cette étude, nous nous sommes focalisés sur la compréhension des mécanismes cellulaires 

et développementaux altérés par des mutations dans le gène KIF2A. Nos explorations 

ph siopathologi ues, p i ipale e t as es su  la te h i ue d’ le t opo atio  in utero, ont permis 

de o t e  ue l’e p essio  des uta ts KIF A asso i s à des MDC e à des d fauts 

neurodéveloppementaux qui combinent des dérégulations de la neurogenèse et de la migration 

neuronale. Une étude plus approfondie de la population et de la prolifération des progéniteurs 

neuronaux indique un plus grand nombre de cellules en mitose et de progéniteurs apicaux et basaux, 

e ui peut s’e pli uer par le défaut de sortie du cycle cellulaire observé pour ces progéniteurs. Sur le 

pla  ellulai e, ous a o s is e  ide e da s les fi o lastes de patie t, d’u e pa t, des a o alies 

da s l’i t g it  du fuseau itoti ue et d’aut e pa t des alt atio s dans la ciliogenèse.  

E  pa all le de es tudes, es t a au  de th se o t gale e t pe is d’ide tifie  des utatio s da s 

NEDD4L causant des hétérotopies nodulaires périventriculaires (HNP) associées à une fente palatine, 

une syndactylie des orteils et u  eta d eu od eloppe e tal. L’e se le des utatio s ide tifi es 

associées à ce phénotype sont des mutations faux-sens localisées dans la région codant pour le 

domaine catalytique HECT de la E3 ubiquitine ligase NEDD4L. Nos études cellulaires ont montré une 

surprenante augmentation de la sensibilité des protéines mutées à la dégradation par le protéasome. 

De plus, l’app o he d’ le t opo atio  in utero a l  ue l’e p essio  des uta ts NEDD L et l’e s 

de la protéine sauvage affectent les processus de neurogenèse, de migration neuronale et de 

translocation somatique terminale, confirmant le rôle critique joué par NEDD4L dans la corticogenèse. 

Des études complémentaires, incluant un traitement préventif par la rapamycine (inhibiteur de 

mTORC1), ont permis de mettre en évidence des différences dans les voies de signalisation dérégulées 

pa  l’e s de NEDD L et l’e p essio  des uta ts. E  effet, l’e s de NEDD L e t ai e u e 

d gulatio  des oies Da  et TORC  ta dis ue l’e p essio  des uta ts NEDD4L est associée à 

une dérégulation des voies mTORC1 et AKT.  



112 
 

Dans les parties suivantes, nous allons discuter des questions importantes que soulèvent ces travaux, 

telles ue les a is es des utatio s da s NEDD L, les o s ue es diff e tielles de l’e cès de 

NEDD L sau age et de l’e p essio  des uta ts, le i eau de o t i utio  des d gulatio s de la 

prolifération et de la migration neuronale causées par des mutations dans KIF2A dans le 

positio e e t des eu o es et l’ e ge e du ôle l  jou  pa  le couplage entre la ciliogenèse et le 

cycle cellulaire dans la pathogénie des MDC. 

 

A. NEDD4L, mécanismes moléculaires des mutations et altération des 

voies de signalisation mTOR-AKT et TGFβ-Smad2/3 

1. Un nouveau mécanisme moléculaire responsable de pathologies humaines 

Au cours de notre étude nous avons observé, de manière surprenante, que l'expression des protéines 

NEDD4L mutées responsables de HNP est détectable uniquement après traitement par un inhibiteur 

du protéasome suggérant une sensibilité accrue pour la dégradation par le protéasome des formes 

mutées. Ces observations nous ont conduits dans un premier temps à considérer le fait qu'un 

mécanisme d'haplo-insuffisance pourrait être à l'origine des pathologies neurodéveloppementales 

observées. Cependant, ce mécanisme ne semblait pas en accord avec une étude antérieure concernant 

les modèles double KO pour Nedd4-1 et Nedd4l. En effet, les auteurs ont montré par électroporation 

in utero dans les souris double KO que l'absence de Nedd4-1 et Nedd4l n'entrainaient pas de défaut de 

positionnement des neurones dans la plaque corticale 21 jours après la naissance (Hsia et al., 2014). 

Néanmoins, ils montrent par cette même technique que le niveau d'expression de Nedd4-1 et Nedd4l 

est nécessaire pour la croissance axonale des neurones arrivés à destination dans le cortex indiquant 

un rôle important du contrôle de l'expression de Nedd4-1 et Nedd4l dans les phases finales de la 

corticogenèse. Afin de renforcer ces données, nous avons réalisé l'électroporation in utero de shRNA 

dirigés contre Nedd4l et nous n'avons observé aucun défaut de positionnement des neurones durant 

le développement embryonnaire. 

L'ensemble de ces données a donc suggéré un autre mécanisme d'action des mutations sous-tendant 

les altérations du développement cortical conséquentes à l'expression des protéines NEDD4L mutées 

instables. Afin d'expliquer cette sensibilité accrue au protéasome nous avons proposé le modèle 

présenté Figure 58. 
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Dans ce modèle, nous proposons que les mutations faux-sens dans le domaine HECT puissent entrainer 

des changements de conformation et une activation constitutive de la fonction catalytique, ce qui 

déclenche en retour l'auto-ubiquitination de NEDD4L et sa prise en charge par le protéasome. 

 

Ce modèle est principalement basé sur deux études antérieures. Bruce et coll ont été les premiers à 

p opose  u’u  do ai e WW do ai e d'i te a tio  p ot i e-protéine contenant deux résidus 

tryptophane conservés) de la partie N-terminale de la protéine peut se lier à un motif PY contenu dans 

le domaine HECT et ainsi permettre l'inhibition de l'auto-ubiquitination de NEDD4L (Bruce et al., 2008). 

Des mutations dans ce motif PY du domaine HECT diminue la stabilité de la protéine lors d'expériences 

de pulse-chase suggérant que ce motif est impliqué dans la stabilité de NEDD4L. Les auteurs montrent 

également que l'ubiquitination d'un substrat promeut l'auto-ubiquitination de NEDD4L. Ces données 

suggèrent donc que : (1) En l'absence de substrat, l'interaction entre le domaine WW et le domaine 

HECT permet de stabiliser la protéine en empêchant l'auto-ubiquitination. (2) Suite à des interactions 

avec le substrat, la liaison entre les domaines WW et HECT est perturbée par l'intervention d'une 

liaison de plus forte affinité entre le domaine WW de NEDD4L et le substrat. (3) Suite à l'ubiquitination 

du substrat et la perturbation de l'interaction WW-HECT, NEDD4L s'auto-ubiquitine, ce qui mène à sa 

dégradation. 

Plus récemment, Escobedo et coll ont également étudié ce processus de régulation par auto-

ubiquitination de NEDD4L. En plus de renforcer les observations précédentes, les auteurs suggèrent 

également que l'auto-ubiquitination de NEDD4L correspondrait à un mécanisme bi-moléculaire 

(Escobedo et al., 2014). En effet, une déstabilisation du domaine HECT (reflétant un état de dépliement 

de la protéine qui est le signal pour la dégradation de la protéine) entrainerait l'exposition du motif PY 

Figure 58 : Modèle représentant les 

conséquences des mutations dans 

NEDD4L sur sa stabilité. 

La protéine NEDD4L sauvage (gauche) 

est représentée dans sa forme fermée 

i a ti e ta dis u’u e utatio  da s 
le domaine HECT est prédite pour 

mener à un changement de 

conformation favorisant la transition 

de l’ tat i a tif fe  e s l’ tat a tif 

ou e t d oite . L’a ti atio  de 
NEDD4L déclenche son auto-

ubiquitination et finalement sa 

dégradation par le protéasome.  
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d'une molécule de NEDD4L qui pourrait ainsi se lier au domaine WW3 d'une autre molécule de NEDD4L 

fonctionnelle, qui en retour serait responsable de l'ubiquitination de la molécule NEDD4L déstabilisée 

(Figure 59). 

 

 

Figure 59 : Mod le de l’auto-ubiquitination de NEDD4L selon un mécanisme bi-moléculaire. 

U e p ot i e NEDD L fo tio elle à l’ tat ou e t a tif se ait apa le de se lie , ia so  domaine WW3, au domaine HECT 

d sta ilis  d’u e aut e p ot i e NEDD L afi  de atal se  so  u i uiti atio  et entrainer sa dégradation par le protéasome. 

D’ap s Es o edo et al.  

 

Concernant notre modèle d'activation constitutive des formes mutées de NEDD4L, il est raisonnable 

d'envisager que les mutations ne causent pas uniquement l'auto-ubiquitination de NEDD4L mais 

également l'ubiquitination anormale d'autres substrats de NEDD4L tandis qu'un mécanisme 

conventionnel de perte de fonction entrainerait uniquement une diminution de l'activité 

d'ubiquitination. En outre, malgré l'auto-ubiquitination et la dégradation des formes mutées de 

NEDD4L, le modèle d'activation constitutive pourrait imiter l'activité accrue résultant de la 

surexpression de la forme sauvage de NEDD4L. Ce modèle pourrait donc expliquer, au moins 

partiellement, les contradictions évidentes que soulèvent l'observation de défauts similaires de la 

corticogenèse résultant de l'expression de la forme stable sauvage de NEDD4L et les formes mutées 

instables responsables de HNP. De plus, de manière cohérente avec le modèle bi-moléculaire proposé 

par Escobedo et coll, nous avons observé que la co-expression de la forme sauvage et d'une forme 

mutée de NEDD4L entraine une diminution de l'expression de la forme sauvage (données personnelles, 

Figure 60). Ces données laissent donc suggérer que les mutations dans le domaine HECT de NEDD4L 

entraineraient l'activation constitutive de NEDD4L puis sa dégradation et également la dégradation 

d’u e f a tio  d’u  pool a essi le  de la p ot i e sau age e dog e. 
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. Diff e tes voies de sig alisatio  alt es e t e l’e s de NEDD L et 

l’e p ession des mutants 

Au cours de notre étude, nous avons mis en évidence des dérégulations des voies de signalisation 

mTOR-Dab1 pour l'excès d'expression de la protéine sauvage et mTOR-PI3K-AKT et TGFβ-Smad2/3 

pour l'expression des protéines NEDD4L mutées. Ces dérégulations différentielles sont résumées sur 

la Figure 61. 

 

Figure 61 : S h a apitulatif des d gulatio s o se v es da s des o ditio s asales sulta t de l’e s de NEDD L 
sauvage gau he  et de l’e p essio  des uta ts NEDD L espo sa le de HNP d oite . 

 

 

Figure 60 : Co-expressions des protéines NEDD4L 

sauvages et mutées dans les cas de HNP. 

Immunoblot représentatif réalisé à partir 

d’e t aits p ot i ues de ellules N A o-

t a sfe t es a e  u  e teu  d’e p essio  de 
NEDD L sau age WT  et les e teu s d’e p essio  
des différentes formes mutées de NEDD4L 

responsables de HNP. Il est intéressant de noter 

ue l’e p essio  o i e des mutants NEDD4L 

avec NEDD4L WT entraine une forte diminution du 

niveau total de NEDD4L comparé au contrôle 

NEDD4L WT + vecteur vide (Empty vector). 

(Données personnelles) 
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.  L’e s de NEDD L sauvage et les voies TORC -Dab1 

Les observations du sauvetage du phénotype complet du défaut de positionnement des neurones et 

de la distribution de Dab1 dans les neurones en migration suite au traitement à la rapamycine, ont 

laissé suggérer que le défaut de migration radiaire induit par la surexpression de NEDD4L sauvage 

pourrait être dû à une dérégulation de la voie mTORC1 et Dab1 (Figure 61).  

Comme nous l'avons abordé dans l'introduction, la signalisation mTOR (mTORC1 et mTORC2) joue un 

rôle crucial dans le développement du cortex. Afin de mieux disséquer le rôle de mTORC1, Cloetta et 

coll ont inactivé spécifiquement mTORC1 chez la souris par délétion du gène codant pour Raptor 

(protéine adaptatrice uniquement présente dans le complexe mTORC1) dans les progéniteurs 

neuronaux. Ils ont observé que ces souris présentaient des microcéphalies associées à une réduction 

du nombre de neurones produits et une diminution de la taille des neurones (Cloëtta et al., 2013). Plus 

récemment, les effets de l'activation de mTORC1 dans les progéniteurs neuronaux et dans la migration 

neuronale ont été évalués. L'activation de mTORC1 a pour conséquence une augmentation de la mort 

cellulaire par apoptose des progéniteurs neuronaux tandis que l'activation spécifique dans les 

neurones post-mitotiques entraine un arrêt de la migration et une augmentation de la taille des 

neurones. De manière parallèle, une mutation de novo somatique dans mTOR a été identifiée chez un 

patient présentant une hémimégalencéphalie (Lee et al., 2012b). Dans les cellules de patient, le niveau 

d'activation de la voie mTORC1 (visualisé par la phosphorylation de pS6) est anormalement élevé 

suggérant que la mutation dans mTOR entraine son activation constitutive et confirme l'importance 

du contrôle de l'activation de mTOR dans le développement cortical. Il est intéressant de noter que, à 

l'inverse, l'inactivation spécifique de mTOR dans les neurones post-mitotiques et le traitement par la 

rapamycine n'altère pas la migration et le positionnement des neurones dans la plaque corticale (Jossin 

and Goffinet, 2007; Ka et al., 2014).  

D'autre part, l'activation anormale de la voie mTOR est également une caractéristique soulignant les 

défauts de migration observés chez les patients présentant des scléroses tubéreuses complexes (Tsai 

et al., 2014). Dans le cas des scléroses tubéreuses complexes, l'activation de la voie mTOR est 

conséquente à l'absence de TSC1/TSC2. Les études des modèles KO pour TSC1/2 ont montré une 

dérégulation au niveau du contrôle de la différenciation des progéniteurs en neurones mais pas 

d'augmentation de la mort cellulaire comme pour le cas de l'activation constitutive de mTORC1 (Magri 

et al., 2011). De manière cohérente, l'inhibition de la voie mTORC1 par la rapamycine corrige la 

majorité des défauts du développement cortical observés dans les souris modèles KO pour TSC1/2 

(Carson et al., 2012; Way et al., 2012). Plus récemment, Moon et coll ont montré qu'une dérégulation 

de la voie de signalisation Reelin-Dab1 contribue aux défauts de migration observés dans leur modèle 
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de souris KO pour Tsc2 dans les neurones post-mitotiques. Les auteurs suggèrent que l'activation 

aberrante de la voie mTORC1 dans les tubeurs dérégule l'équilibre entre Dab1 et Dab1 phosphorylée 

par augmentation de l'expression de l'ubiquitine ligase Cul5 (Moon et al. 2015). De plus, nous pouvons 

noter que l'excès d'expression de la protéine nucléocytoplasmique Dab1 dans le cytoplasme des 

neurones en migration a un effet inhibiteur sur le processus de migration radiaire (Honda and 

Nakajima, 2016). 

De l'ensemble de ces données, nous pouvons tout d'abord remarquer des différences majeures entre 

l'activation constitutive de mTORC1 et son activation indirecte par délétion de TSC1/2, qui entrainent 

respectivement une forte augmentation de l'apoptose des progéniteurs et une dérégulation de la 

balance entre prolifération et différenciation. Ces différences peuvent s'expliquer par des niveaux 

d'activation différentielle de mTORC1. Dans le cas de la délétion de TSC1/2, l'activation de mTORC1 

peut être contrôlée par d'autres voies de signalisation tandis que des mutations activatrices dans 

mTORC1 entrainent son activation constitutive.  

Les défauts de la migration radiaire associés à une relocalisation de Dab1 dans le cytoplasme, à la 

prolifération des progéniteurs et à l'absence de mort par apoptose conséquent à l'excès de NEDD4L 

sauvage, semble donc laisser suggérer un mécanisme physiopathologique se rapprochant de celui des 

scléroses tubéreuses complexes. Dans ce contexte, afin de mieux comprendre les mécanismes 

physiopathologiques du développement cortical conséquents à un excès de NEDD4L, il serait 

intéressant de vérifier le niveau d'expression et d'ubiquitination de protéines telles que Tsc1/2, Rheb 

ou encore Cul5 durant les différents processus de la corticogenèse. 

2.2 L’e p essio  des uta ts NEDD L asso i es à des HNP et les voies mTOR-AKT et TGFβ-Smad2/3 

A la différence de l'excès de NEDD4L sauvage, l'expression des formes mutées de NEDD4L semble 

induire des défauts dans le développement cortical qui passent par une dérégulation des voies PI3K-

AKT, TORC  et TORC  et TGFβ-Smad2/3 (Figure 61). Bien que des expériences soient nécessaires 

pour déterminer par quels mécanismes l'expression des mutants NEDD4L affectent ces voies de 

signalisation, ces hypothèses sont cohérentes avec une étude récente montrant que NEDD4L est 

capable de catalyser l'ubiquitination de PIK3CA (sous-unité catalytique de PI3K) afin de réguler la 

signalisation PI3K-AKT et avec nos expériences de traitement à la rapamycine (Wang et al., 2016b). 

Nos expériences cellulaires ont mis en évidence une augmentation de la phosphorylation activatrice 

de AKT sur le résidu Thr308, qui est le site de phosphorylation décrit pour être la conséquence de 

l'activation de la voie PI3K-PDK1. La voie signalisation PDK1-AKT contribue à la régulation de la 

prolifération, de la survie, de la différenciation et du métabolisme d'un grand nombre de types 

cellulaires, cependant son rôle dans la migration neuronale n'a été que très peu décrit jusqu'à 
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récemment. En effet, cette année, Itoh et coll ont décrit un rôle crucial de la voie PDK1-AKT dans la 

régulation de la vitesse de locomotion des neurones pyramidaux par le contrôle du mouvement 

coordonné entre le noyau et le centrosome, qui est un processus dépendant des microtubules (Itoh et 

al., 2016). La voie PDK1-Akt régulerait le réseau de microtubules dans les neurones en migration par 

l'intermédiaire de la régulation du complexe dynéine cytoplasmique/dynactine. De manière 

intéressante, dans cette étude et d'après nos données personnelles, l'expression d'une forme 

constitutivement active de AKT durant le développement cortical entraine un défaut majeur de la 

ig atio  adiai e. Il a gale e t t  o t  ue AKT gule l’e p essio  de la sous-unité p150Glued de 

la dynactine Itoh et al. . Il est do  possi le d’i agi e  ue l'aug e tatio  de l'a ti it  de AKT 

dans le cas de l'expression des mutants NEDD4L pourrait entrainer un défaut de la régulation des 

processus dépendant des microtubules, via le complexe dynéine cytoplasmique/dynactine, et ainsi 

contribuer à la pathogenèse des HNP. Cela mettrait en évidence des similarités dans les mécanismes 

physiopathologiques à l'origine de HNP et des anomalies de la gyration dues à des mutations dans des 

gènes codant pour des protéines associées aux microtubules. 

Nous avons également observé une augmentation de la phosphorylation activatrice sur le résidu 

Ser473 de AKT. mTORC2 est décrit comme étant la kinase clé pour cette phosphorylation étant donné 

que la délétion de Rictor (un protéine spécifique du complexe mTORC2) réduit la phosphorylation sur 

ce résidu dans de nombreux types cellulaires (Guertin et al., 2006; Shiota et al., 2006). Le rôle de 

mTORC2 est beaucoup moins décrit que mTORC1. Une étude montre que la délétion de Rictor dans 

les progéniteurs neuronaux de souris entraine une diminution des corps cellulaires des neurones et de 

la taille du cerveau qui parait totalement indépendante des voies descendantes de mTORC1 telle que 

pS6 (Thomanetz et al., 2013). Il est également envisageable de penser que l'augmentation de la 

phosphorylation de AKT sur le résidu Ser473 soit due indirectement à l'augmentation de l'activité de 

la voie PI3K-PDK. En effet, AKT phosphorylée en Thr308 induit la phosphorylation de mTORC2 qui en 

retour catalyse la phosphorylation de AKT en Ser473 afin d'obtenir une activation complète de AKT 

(Yang et al., 2015) (Figure 62). 
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Récemment, NEDD4L a été identifié comme un acteur clé de la régulation croisée existant entre les 

voies PI3K- TORC  et TGFβ-Smad2/3 (Yu et al., 2015). En effet, mTORC2, par l'intermédiaire de 

l'activation de la voie PI3K, phosphoryle Smad2/3, ce qui permet le recrutement de NEDD4L et 

finalement la dégradation de Smad2/3. Cette dégradation dépendante de PI3K-mTORC2 a pour 

o s ue e de est ei d e l'a ti atio  de la oie TGFβ i duite pa  l'a ti i e et d’aut es liga ds . De 

manière intéressante, nous avons observé que l'expression des formes mutées de NEDD4L induit une 

augmentation du niveau de Smad2/3 phosphorylé à l'état basal mais mène à une diminution de ces 

p ot i es ap s a ti atio  pa  l’a ti i e. Cela se le p i ipale e t sugg e  ue l’e p essio  des 

uta ts NEDD L li ite l’a ti atio  de la oie TGFβ i duite pa  l'a ti i e et ue la gulatio  croisée 

entre les deux voies PI3K- TORC  et TGFβ-Activine-“ ad /  est pe tu e. Le ôle de la oie TGFβ 

dans le développement est encore très peu décrit et compris. Seules quelques études sur son rôle dans 

la prolifération des progéniteurs ont été réalis es. L’e se le de es tudes se le sugg e  ue 

l’a ti atio  de la oie TGFβ da s les ellules gliales adiai es p o eut la diff e iatio  e  eu o es et 

en astrocytes (Stipursky et al., 2012, 2014). De a i e pa all le, l’a ti atio  de la oie TGFβ pa  

l’a ti i e da s des ellules eu o ales p og it i es e  ultu e fa o ise la diff e iatio  eu o ale 

(Rodriguez-Martinez et al., 2012). Il se a pa ti uli e e t i t essa t d’ alue  la o t ibution de la 

d gulatio  de la oie TGFβ-Smad2/3 ainsi que sa régulation croisée avec la voie PI3K-mTORC2, dans 

le as de l’e p essio  des uta ts NEDD L, da s les alt atio s du d eloppe e t o ti al, e ui 

Figure 62 : Modèle de la boucle de régulation positive 

entre AKT et mTORC2. 

“uite à la fi atio  d’u  fa teu  de oissa e su  so  
récepteur, la voie PI3K-PDK1 est activée (1). La kinase 

PDK1 phosphoryle AKT sur le résidu Thr308, augmentant 

ainsi son activité (2). AKT phosphoryle ensuite la protéine 

“IN  du o ple e TORC  aug e ta t l’a ti it  de 
TORC  , e ui e à l’a ti atio  o pl te de AKT 

par phosphorylation sur le résidu Ser473 par mTORC2. 

D’ap s Ya g et al.  
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permettrait de mieux comprendre le rôle de cette voie dans les différents processus de la 

corticogenèse.  

De plus, l'expression des mutants NEDD4L entraine une augmentation de l'activité de mTORC1, qui 

n'est cependant pas associée à une dérégulation de la localisation de Dab1 (discutée ultérieurement), 

mais qui semble contribuer au défaut de migration puisque le traitement par la rapamycine atténue 

partiellement les effets sur la migration radiaire. 

Au final, nous avons montré que, pour les formes mutées de NEDD4L, en plus de l'augmentation de 

l'a ti it  de TORC , la d gulatio  de l'a ti it  des oies AKT et TGFβ-Smad2/3 apporte un nouveau 

point d'entrée pour mieux comprendre le rôle de NEDD4L dans le développement cortical. Ces 

données viennent également renforcer l'implication de la voie PI3K-AKT-mTOR dans le développement 

cortical, des mutations activatrices dans AKT3, PIK3R2 et PIK3C étant déjà identifiées dans un large 

spectre de maladies neurodéveloppementales dont certaines partagent des caractéristiques 

phénotypiques communes aux MDC. 

A l'avenir, il serait donc intéressant de disséquer plus en détail l'implication des voies dérégulées dans 

les mécanismes physiopathologiques sous-tendant l'expression des formes mutées de NEDD4L. Une 

des pistes pourrait être le traitement des souris électroporées in utero par des drogues inhibant 

spécifiquement chaque voie, telles que la Torin-1 (inhibiteur de mTORC1 et mTORC2) ou PIK-75 

(inhibiteur spécifique de PI3K). 

. Quels so t les a is es à l’o igi e de es diff e es ? 

L'une des interrogations qui émerge à la vue de ces résultats est comment l'excès de NEDD4L sauvage 

et l'expression des mutants constitutivement actifs peuvent entrainer des dérégulations différentielles 

de voies de signalisation? Nous allons tenter de discuter des premiers éléments de réponse en 

proposant des hypothèses basées sur des régulations différentielles de la monoubiquitination de 

su st ats et des a is es de odulatio  de l’a ti it  de NEDD L. 

3.1 Une implication de la monoubiquitination? 

Alors que l'ajout par une E3 ubiquitine ligase d'une chaine de plusieurs ubiquitines sur une protéine 

cible correspond principalement à un signal pour la dégradation par le protéasome, la 

monoubiquitination permet la régulation de nombreuses fonctions cellulaires telles que le trafic 

intracellulaire, l'endocytose de récepteur ou la régulation transcriptionnelle (Hicke, 2001). 

L'un des phénotypes surprenant obtenu pour l'excès de NEDD4L sauvage en culture cellulaire (données 

personnelles) et lors du développement cortical correspond à une forte relocalisation du facteur 
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nucléocytoplasmique Dab1 au niveau de la périphérie de la cellule. Dans la même lignée de résultats, 

nous avons également observé un phénotype de relocalisation similaire de RBX2 (sous-unité de la 

Cullin-5 E3 ubiquitine ligase) après surexpression de NEDD4L sauvage en culture cellulaire mais pas 

pour l'expression des formes mutées de NEDD4L (données personnelles). Même si peu de données 

sont disponibles concernant la fonction de la monoubiquitination de substrats par NEDD4L, deux 

études attirent particulièrement l'attention. En effet, une première étude a montré que NEDD4L 

catalyse la monoubiquitination de DLG3 (Drosophila discs large 3), ce qui est requis pour la liaison de 

DLG3 à la dynéine permettant son trafic au niveau des jonctions adhérentes de la membrane apicale 

des cellules épithéliales (Van Campenhout et al., 2011). Une seconde étude s'est intéressée à la 

régulation du transport de PTEN (Phosphatase and tensin homolog) entre le cytoplasme et le noyau et 

suggère que la monoubiquitination de PTEN par NEDD4-1 permet l'import de PTEN au niveau du noyau 

(Trotman et al., 2007). De plus, dans leur modèle, il existe une balance entre la monoubiquitination et 

la polyubiquitination de PTEN par NEDD4-1 qui entre en jeu dans la régulation du destin de PTEN entre 

l'import vers le noyau et sa dégradation (Figure 63). 

 

 

Figure 63 : Modèle de la régulation de la balance entre le trafic nucléocytoplasmique et la dégradation de PTEN par NEDD4-

1. 

La protéine PTEN est monoubiquitinée par NEDD4-1 dans le cytoplasme, ce qui permet son import dans le noyau. PTEN peut 

également être polyubiquitinée dans le cytoplasme par NEDD4-1 menant à sa dégradation par le protéasome. Une fois dans 

le noyau, PTEN peut retourner dans le cytoplasme ou, après avoir été déubiquitinée, rester dans le noyau et ainsi être 

protégée de la dégradation par le p ot aso e. D’ap s T ot a  et al.  

 

Ainsi, grâce à ces données nous pouvons émettre l'hypothèse que l'excès de NEDD4L sauvage pourrait 

catalyser la monoubiquitination d'un plus grand nombre de protéines telles que DAB1 et RBX2, 

induisant une plus forte relocalisation de ces protéines au niveau de la périphérie de la cellule tandis 

que l'activité de polyubiquitination vis à vis de ces substrats serait inchangée. L'expression des mutants 

NEDD4L, potentiellement constitutivement activés, dérégulerait la balance en faveur d'une 
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polyubiquitination des substrats plutôt qu'une monoubiquitination, ce qui pourrait expliquer les 

différences de phénotypes observés entre la surexpression de la protéine sauvage et les protéines 

mutées pour la localisation subcellulaire de DAB1 et RBX2. Dans le futur, il sera donc pertinent de 

savoir si NEDD4L est capable de monoubiquitiner certains des substrats cités et d'évaluer la 

contribution de ce mécanisme dans la dérégulation des processus du développement cortical, ce qui 

ne semble pas encore décrit jusqu'à maintenant. 

.  U e odulatio  diff e tielle de l’a tivit  de NEDD4L ? 

Tout d'abord, il est important de faire un rappel du modèle d'activation de NEDD4L proposé par 

Escobedo et coll (Escobedo et al. 2014). Dans leur modèle, la production d'IP3 induit la redistribution 

du calcium dans le cytoplasme, ce qui déclenche la transition d'une conformation fermée inactive vers 

une conformation active de NEDD4L, puisque la liaison du calcium sur le domaine C2 de NEDD4L 

défavorise l'interaction entre le domaine C2 et le domaine HECT. Une fois activée, les différents 

domaines WW de NEDD4L sont capables de reconnaitre des cibles cytoplasmiques. La protéine 

NEDD4L est également capable de se relocaliser au niveau de la membrane plasmique, où elle peut 

s'attacher à l'IP3 du groupement PIP2 contenu dans la membrane et ainsi cibler ses substrats proches 

de la membrane ou membranaires (Figure 64). 

 

 

Figure 64 : Mod le de la odulatio  de l’a tivit  de NEDD L. 

D’ap s Es o edo et al. 14) 

 

Dans notre modèle décrivant les conséquences des mutations dans le domaine HECT, nous proposons 

que les mutations entrainent un changement de conformation qui favorise la transition vers un état 

ouvert et actif de NEDD4L. 
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Il est donc possible d'imaginer que les protéines mutées, présentant constitutivement une 

conformation ouverte, peuvent être activées à la membrane de manière totalement indépendante de 

la production d'IP3 et réguler l'ubiquitination de nombreux substrats membranaires ou proches de la 

membrane. Cette différence pourrait expliquer la dérégulation de la voie PI3K-AKT observée 

uniquement dans le cas des mutants car des effecteurs essentiels de cette voie tels que PTEN sont 

principalement localisés à la membrane. A l'inverse, la distribution de la protéine sauvage, même en 

excès, resterait sous contrôle de la production d'IP3 et n'aurait pas d'effet majeur sur la voie PI3K-AKT 

mais pourrait répondre de manière plus sensible à la production d'IP3 et induire une réponse 

inadaptée à certains signaux. Il est intéressant de mentionner une nouvelle fois l'étude de Itoh et coll 

sur le rôle de la voie PDK1-AKT dans la migration neuronale (Itoh et al. 2016). Dans cette étude, les 

auteurs réalisent, par électroporation in utero, la surexpression de Akt1 sauvage et la surexpression de 

AKT1 constitutivement active dans les progéniteurs neuronaux du cortex. La forme constitutivement 

active correspond au replacement du domaine PH (Pleckstrin homology) par une séquence de 

myristoylation qui permet son attachement constitutif à la membrane. De manière intéressante ils 

observent des différences majeures entre les deux conditions. La surexpression de AKT1 sauvage 

entraine une augmentation de la vitesse de locomotion tandis que l'inverse se produit pour l'excès de 

AKT1 constitutivement active. Ces résultats renforcent un peu plus l'idée qu'une régulation spatio-

temporelle de l'activité d'ubiquitination de NEDD4L, comme cela semble être le cas pour la régulation 

de l'activité kinase de AKT, permettrait aux neurones de répondre de manière ajustée aux 

changements de signaux extracellulaires afin d'atteindre leur destination finale dans le cortex en 

développement. 

 

B. KIF2A, classification des MDC et ciliogenèse  

1. Une classification des MDC basée sur les processus biologiques affectés 

Comme nous l'avons abordé dans l'introduction, les MDC sont traditionnellement classées sur la base 

des processus biologiques susceptibles d'être affectés. Ces principaux processus du développement 

cortical sont la prolifération des progéniteurs, la migration neuronale et la mise en place de la 

lamination corticale. Dans cette classification, les malformations secondaires à des défauts de 

prolifération des progéniteurs (ou de la balance entre prolifération et apoptose) incluent les 

microcéphalies et les mégalencéphalies. Les malformations dues à des altérations dans les processus 

de migration neuronale et de l'organisation corticale comprennent généralement les anomalies de la 
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gyration corticale (spectre de lissencéphalies, polymicrogyrie) et les hétérotopies (hétérotopie 

laminaire sous-corticale, lissencéphalie type II).  

Une grande majorité des gènes identifiés comme responsables de microcéphalies jusqu'à maintenant 

codent pour des protéines centrosomales ou du fuseau mitotique, dont la perturbation de la fonction 

serait responsable de la dérégulation de la division cellulaire. D'autre part, les gènes responsables 

d'anomalies de la gyration et d'hétérotopies sont principalement susceptibles de causer des défauts 

de la migration neuronale en perturbant la stabilité des microtubules et le trafic intracellulaire 

dépendant des microtubules ou en altérant l'intégrité de la membrane piale et les interactions avec la 

matrice extracellulaire. 

Cependant, à mesure que de nouveaux gènes sont identifiés et qu'un nombre croissant d'études  

montrent la présence de plusieurs malformations distinctes chez un même patient, l'hypothèse 

proposant un modèle "un gène/un mécanisme biologique/une malformation" est de plus en plus 

remise en question.  

1.1 Un gène - une malformation? 

Au cours des dernières années, des études sur des cohortes de patients présentant des microcéphalies 

ont révélé que les frontières entre des maladies de la prolifération, de la migration neuronale et de 

l'organisation corticale étaient plus étroites que suggéré auparavant. En effet, l'identification de 

mutations dans le gène WDR62 (qui est une des causes génétiques les plus communes de 

microcéphalie) et leur implication dans un large spectre de malformations, y compris des pachygyries, 

des lissencéphalies et des polymicrogyries, ont permis de soutenir l'hypothèse que les gènes associés 

à des MDC mènent à des défauts neurodéveloppementaux qui combinent des dérégulations de la 

prolifération et de la migration neuronale (Bilgüvar et al., 2010). Au cours de ces travaux de thèse, 

nous avons mis en évidence des mutations dans les gènes KIF5C, KIF2A, DYNC1H1 et TUBG1 dans un 

large spectre de MDC (Poirier et al. 2013). En particulier, des mutations dans DYNC1H1 sont 

responsables d'un large spectre de malformations corticales caractérisées principalement par des 

pachygyries postérieures. Certains des patients présentent des anomalies supplémentaires, incluant 

des microcéphalies, des hétérotopies nodulaires, des hypoplasies du corps calleux et des dysmorphies 

des ganglions de la base. Cependant, le résultat le plus surprenant fut la présence concomitante chez 

deux patients de pachygyries et de polymicrogyries, qui sont traditionnellement considérées comme 

deux malformations distinctes. Ces données sont venues renforcer l'idée qu'un même gène peut être 

impliqué dans de multiples étapes du développement cortical soulignant les différences de phénotypes 

observables pour des mutations dans un même gène. 
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1.2 Une fonction - un mécanisme - une malformation? 

Comme nous l'avons mentionné, les gènes impliqués dans les microcéphalies codent principalement 

pour des protéines centrosomales ou du fuseau mitotique. En conséquence, de nombreuses études 

fonctionnelles ont été réalisées pour déterminer les conséquences des mutations dans ces gènes sur 

la prolifération des progéniteurs neuronaux. Que ce soit des altérations de la longueur du cycle 

cellulaire, des modifications de l'orientation du fuseau mitotique, ou un retard dans la progression de 

la mitose menant à la mort cellulaire, l'ensemble de ces dérégulations semblent mener à une réduction 

du nombre de progéniteurs neuronaux. Cette réduction de la population de progéniteurs neuronaux 

est généralement associée à un appauvrissement du nombre de neurones produit, ce qui serait à 

l'origine d'un cerveau de taille réduite. Il est intéressant de noter que les fonctions de ces protéines 

dans les processus post-mitotiques sont encore très peu étudiées. Le couplage entre le centrosome et 

le réseau de microtubules est crucial pour la locomotion des neurones, il est donc facile d'imaginer que 

des mutations dans des protéines centrosomales puissent entrainer des défauts de la migration 

neuronale. Un des rares exemples renforçant cette idée concerne le gène CENPJ pour lequel il a été 

montré que, en plus de dérégulations dans la prolifération des progéniteurs, la diminution de 

l'expression de CENPJ entraine des défauts de la migration neuronale conséquents à un mauvais 

positionnement du centrosome dans les neurones en migration (Garcez et al., 2015). Les autres gènes 

codant pour des protéines du centrosome et associés à des microcéphalies avec de multiples 

malformations corticales associées, tel que WDR62, pourraient également être impliqués dans des 

processus post-mitotiques semblables. Dans ce cas, il serait possible d'imaginer que les cellules qui 

échappent aux défauts primaires de mitose pourraient ensuite être incapables de d'achever leur 

migration suite à une dérégulation secondaire dans la nucléokinèse ou dans l'extension du processus 

antérieur. 

De la même manière, il est généralement admis que les anomalies de la gyration sont secondaires à 

des défauts dans le processus de migration neuronale et par conséquent les effets au niveau de la 

prolifération sont peu évalués. En particulier, l'expression spécifique dans les neurones post-

mitotiques des protéines DCX et TUBB3, respectivement responsables principalement de 

lissencéphalies et de pachygyries, laissaient suggérer que des mutations dans ces protéines 

causeraient des altérations uniquement dans les processus mitotiques. Cependant, nous avons montré 

que la diminution de l'expression de TUBB3 par électroporation in utero entraine, en plus des défauts 

de migration neuronale, une dérégulation de la prolifération des progéniteurs intermédiaires. Nous 

avons proposé un modèle dans lequel  les neurones bloqués qui s'accumulent entre la SVZ et la IZ 

pourraient établir des contacts avec les progéniteurs intermédiaires et réguler négativement leur 

prolifération (voir Résultats article 4, Saillour et al. 2014) (Figure 65). 
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Figure 65 : Modèle de la régulation croisée entre le positionnement neuronal et la prolifération des progéniteurs 

neuronaux. 

(A) Dans les conditions normales, les cellules gliales radiaires (GR) et les progéniteurs intermédiaires (PI) des zones 

ventriculaires et sous-ventriculaire (ZV et ZSV) produisent les neurones qui vont migrer à travers la zone intermédiaire (ZI) 

pour atteindre leur destination dans la plaque corticale (PC). (B) La diminution de l'expression de TUBB3 durant le 

développement cortical entraine un défaut de la migration neuronale et une accumulation des neurones dans la ZSV. Les 

neurones ainsi bloqués seraient à l'origine d'un signal négatif sur la prolifération des PI. D’ap s “aillou  et al.  

 

U e o t i utio  d’u  d faut de p olif atio  des p og iteu s da s les lisse phalies et les 

pachygyries a aussi été observée dans le cadre de nos études concernant les mutations dans le gène 

KIF2A chez des patients présentant comme phénotype principal et commun des anomalies de la 

gyration (Poirier et al. 2013). Nos explorations fonctionnelles ont dans un premier temps montré que 

KIF2A est exprimée dans les zones prolifératives et dans les neurones du cortex, ce qui laissait suggérer 

une fonction de KIF2A dans la prolifération et les processus post-mitotiques. Les explorations in vivo 

des conséquences de l'expression de mutants KIF2A responsables de MDC ont permis de mettre en 

évidence des défauts neurodéveloppementaux qui combinent des dérégulations de la prolifération et 

de la migration neuronale. Au final, nos données renforcent donc l'idée que les gènes associés aux 

MDC sont impliqués à plusieurs stades du développement et que la prolifération et la migration sont 

génétiquement et fonctionnellement interdépendants.  
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2. Couplage cil primaire et cycle cellulaire et régulation de la neurogenèse 

Nos a al ses ellulai es da s les fi o lastes d’u  patie t po teu  à l’ tat h t oz gote de la utatio  

p.His321Asp dans le gène KIF2A, espo sa le d’u e pa h g ie à p do i a e post ieu e a e  

microcéphalie, ont permis de révéler une localisation anormale de KIF2A dans le cil primaire associée 

à un appauvrissement au niveau du corps basal. De plus, les analyses du nombre de fibroblastes 

p se ta t u  il ap s h de ultu e sa s s u  ellules uies e tes  pe etta t l’i du tio  du il 

primaire montre un plus grand nombre de cellules ciliées. Ces données semblent donc suggérer que la 

forme mutée de KIF2A associée à des MDC perturbe la fonction de KIF2A dans la ciliogenèse. 

2.1 Le rôle des kinésines à activité microtubule dépolymérase dans le désassemblage du cil primaire 

La famille des kinésines-  hez l’ho e o p e d les p ot i es KIF A, KIF B, KIF C/MCAK et KIF24, 

ui o t toutes e  o u  d’a oi  u e a ti it  i otu ule d pol ase d pe da te de l’ATP. KIF  

fut la première kinésine de cette famille à être impliquée dans la régulation de la ciliogenèse. En effet, 

Kobayashi et coll ont caractérisé KIF24 comme une kinésine centriolaire capable de réprimer une 

ciliogenèse inappropriée dans les cellules en prolifération, par stabilisation de CP110 au niveau de la 

partie distale des centrioles mères et par le remodelage des microtubules centriolaires via son activité 

microtubule dépolymérase (Kobayashi et al., 2011). Plus récemment, Miyamoto et coll ont décrit le 

rôle crucial de KIF2A dans le désassemblage du cil primaire après stimulation par des facteurs de 

oissa e Mi a oto et al. . Les auteu s o t e t ue l’a ti it  i otu ule d pol ase de 

KIF A est essai e au d sasse lage du il p i ai e pe etta t au  ellules uies e tes d’e t e  

da s le le ellulai e et gale e t pou  la p essio  d’u e ilioge se a e a te pe da t le le 

cellulaire. Cependant le mécanisme du désassemblage du cil p i ai e d pe da t de l’a ti it  

microtubule dépolymérase de KIF2A reste non élucidé. Cette étude, combinée à nos données, 

montrent que KIF2A se localise principalement au niveau du corps basal du cil primaire dans les cellules 

en interphase et en particulier au niveau des appendices sub-distaux du centriole mère. Cependant, 

les appendices sub-distaux ne semblent pas être la région la plus pertinente pour expliquer la 

dépolymérisation des microtubules permettant le désassemblage du cil primaire sachant qu’il e s’agit 

pas de la gio  où se lo alise t les e t it s des i otu ules de l’a o e Figure 66). Récemment, 

une étude a montré que les appendices sub-distau  so t plutôt i pli u s da s l’a o hage des 

microtubules cytoplasmiques au corps basal régulant ainsi leur stabilisation (Veleri et al., 2014). Des 

observations permettant de mieux comprendre le mécanisme de désassemblage pourrait provenir du 

modèle Chlamydomonas. Chez Chlamydomonas, la diminution de l'expression de la kinésine-13 (il 

n'existe qu'une seule kinésine-13 chez Chlamydomonas) mène à des cils plus courts suite à un 

assemblage plus lent (Piao et al., 2009; Wang et al., 2013). Des observations complémentaires ont 
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suggéré la possibilité que la kinésine-13 contribue à la régulation du désassemblage indirectement par 

dépolymérisation des microtubules cytoplasmiques au niveau du corps basal afin de produire des 

tubulines solubles pouvant être transportées dans le cil primaire (Piao et al., 2009; Wang et al., 2013). 

Cette h poth se est e  a o d a e  u e tude sugg a t u’u e aug e tatio  du i eau de tu uli e 

soluble dans le cytoplasme est associée à une augmentation de la taille du cil primaire (Sharma et al., 

2011). D'autre part, deux études chez Chlamydomonas et Tetrahymena montrent que la kinésine-13 

est capable de se déplacer dans le cil durant l'assemblage et le désassemblage du cil et serait capable 

de réguler la quantité et la qualité (modifications post-traductionnelles) des tubulines dans le cil (Piao 

et al., 2009; Vasudevan et al., 2014).  

 

Figure 66 : Schéma représentatif de la base du cil primaire. 

Le centriole mère correspond à des triplets de microtubules li d es iolets  ui o ti ue t à l’ tat de dou lets et fo e t 
les i otu ules de l’a o e li d es oses . Les ô es de ouleu s jau e-vert-bleu) représentent les appendices sub-

distaux tandis que les tiges bleues représentent les appendices distaux. Les appendices sub-distau  pe ette t l’a o hage 
des microtubules cytoplasmiques (roses) et régulent ainsi le transport de vésicules vers la base du cil primaire. Les appendices 

distaux jouent un rôle dans le lien entre le centriole mère et la me a e plas i ue. D’ap s Vele i et al.  

 

Au u de es o se atio s, l’alt atio  de la lo alisatio  de KIF A ut e au i eau du o ps asal du 

il p i ai e e t ai e ait u e d gulatio  de l’afflu  e  tu uli es toplas i ues au i eau du il 

primaire et perturberait ainsi la ciliogenèse. De plus, nous observons une forte localisation de KIF2A 

dans l'ensemble du cil primaire, ce qui ne semble pas encore décrit dans les cellules mammifères. Cette 

relocalisation pourrait donc avoir une influence directement sur les microtubules axonemaux plutôt 

qu'une action de KIF2A sur les microtubules cytoplasmique. 
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Dans un premier temps, il est donc envisagé d'étudier plus précisément la localisation de KIF2A dans 

les cellules ciliées par microscopie à haute résolution. Ensuite, afin de mieux comprendre les effets des 

mutations dans KIF2A sur le désassemblage du cil primaire dans les fibroblastes de patients, il sera 

essai e d’ tudie  le o e de ellules ili es et la lo gueu  des ils à diff e tes heu es après 

stimulation de cellules quiescentes par des facteurs de croissance permettant leur entrée dans le cycle 

cellulaire. 

2.2 Le couplage entre le désassemblage du cil primaire et la progression dans le cycle cellulaire dans 

les progéniteurs neuronaux 

Bien qu'il ait été montré que la ciliogenèse asynchrone par héritage asymétrique de la membrane du 

cil au niveau des cellules gliales radiaires semble définir le destin cellulaire, le rôle précis du cil primaire 

dans les progéniteurs neuronaux reste à définir. Les souris KO conditionnelles (délétions dans les 

populations de progéniteurs Nestin ou GFAP) pour KIF3A et IFT88 (intraflagellar transport 88), qui sont 

des protéines essentielles pour la formation du cil primaire ne semblent pas présenter de défaut 

majeur du développement du cerveau (Tong et al., 2014). Cependant, l'absence de cil primaire peut 

avoir des conséquences très différentes de la dérégulation du cycle d'assemblage et de désassemblage 

du cil primaire régulant la progression dans le cycle cellulaire.  

Même si certains mécanismes permettant le désassemblage du cil primaire commencent à être décrits, 

le lien entre le désassemblage et la progression dans le cycle cellulaire est très peu connu. Des 

expériences dans des cultures de cellules mammifères suggèrent que le désassemblage du cil primaire 

survient de manière biphasique, avec une première vague de désassemblage ayant lieu en G1 après 

stimulation par des facteurs de croissance et en G2 juste avant l'entrée en mitose (Figure 67). 
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Figure 67 : Couplage de la ciliogenèse avec le cycle cellulaire. 

(D'après Sánchez & Dynlacht 2016) 

 

Deux protéines exprimées dans les cellules gliales radiaires ont été étudiées pour leur rôle dans la 

phase de désassemblage du cil primaire en G1. Dans un premiers cas, Sung et coll ont observé que 

Tctex-1, qui correspond à la chaine légère de la dynéine cytoplasmique est nécessaire à la transition 

de la phase G1 vers la phase S par régulation du désassemblage du cil primaire dans des cellules en 

culture (Li et al., 2011). Les auteurs ont ensuite montré que Tctex-1 est localisée au niveau de la zone 

de transition du cil primaire dans les cellules gliales radiaires et que sa délétion entraine une sortie du 

cycle cellulaire et une différenciation précoce des cellules gliales. Ces données laissent donc suggérer 

qu'un allongement de la phase G1 par défaut d'entrée dans la phase S conséquent à une dérégulation 

du désassemblage du cil primaire pourrait réguler la balance entre prolifération et différenciation des 

cellules gliales radiaires. Un deuxième exemple provient de la protéine centrosomale NDE1, qui pour 

rappel a été identifiée dans des cas de microcéphalie chez l'homme. En culture cellulaire, la délétion 

de NDE1 entraine une augmentation de la longueur du cil primaire et résulte en un retard dans les 

phases G1/S (Kim et al., 2011). En parallèle, une étude de la délétion de NDE1 dans les cellules gliales 

radiaires a suggéré que l'arrêt des cellules au niveau la transition G1/S est associé à une augmentation 

de la longueur du cil primaire, ce qui semble conforter l'idée d'un rôle du couplage entre le 

désassemblage du cil et la progression de la phase G1 vers la phase S (Doobin et al., 2016). 

A l'inverse, aucune étude ne semble montrer l'implication du désassemblage du cil primaire en fin de 

G2 permettant l'entrée en mitose dans les progéniteurs neuronaux. Cependant, il est intéressant de 

noter que l'activité microtubule dépolymérase de KIF24 est augmentée via sa phosphorylation par 

NEK2 (Kim et al., 2015). NEK2 est une sérine/thréonine kinase exprimée durant les phases S et G2 du 
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cycle et semble permettre de prévenir le réassemblage du cil primaire durant la phase G2 en activant 

KIF24. En parallèle, l'activité dépolymérase de KIF2A est également régulée par une kinase durant le 

cycle cellulaire. En effet, la kinase PLK1, qui est exprimée durant les phases G2/M phosphoryle KIF2A 

afin d'augmenter son activité microtubule polymérase (Miyamoto et al. 2015). Le fait que ces deux 

kinésines impliquées dans la régulation du désassemblage du cil primaire soient régulées par des 

kinases exprimées de manière différentielle durant le cycle cellulaire constitue un argument 

supplémentaire en faveur du rôle joué par la régulation du désassemblage du cil primaire dans la 

progression dans le cycle cellulaire. 

Par la suite, il sera donc pertinent d'évaluer les conséquences des mutations dans KIF2A sur le couplage 

entre la ciliogenèse et la progression dans le cycle cellulaire par des approches cellulaires et durant le 

développement par électroporation in utero. En culture cellulaire, il sera intéressant de suivre la 

dynamique du cil primaire en fonction des différentes phases du cycle cellulaire (par exemple par 

transfection des cellules avec les constructions FUCCI (Fluorescence ubiquitination cell cycle indicator) 

par vidéomicroscopie. Par électroporation in utero, la quantification des cellules gliales radiaires 

électroporées présentant un cil primaire selon les différentes phases du cycle, détectées par des 

marqueurs de chaque phase (par exemple Cycline D1 et B1), permettrait d'éclaircir le rôle joué par 

KIF2A dans la régulation de la prolifération des progéniteurs.  

2.3 L'émergence du rôle du sytème ubiquitine/protéasome dans la régulation de la ciliogenèse 

De plus e  plus d’ tudes ette t e  ide e le ôle du s st e u i uiti e/p ot aso e UP“  da s la 

ciliogenèse et dans son couplage avec le cycle cellulaire (Figure 68) (Izawa et al., 2015). 

 

Figure 68 : Principaux composants du système ubiquitine/protéasome impliqués dans le contrôle de la ciliogenèse 

dépendant du cycle cellulaire. 

D’ap s Iza a et al.  
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L’u  des e e ples les plus a ua ts est la gulatio  de la d g adatio  pa  le p ot aso e de la 

p ot i e e t oso ale i pli u e da s les MDC, NDE . Co e ous l’a o s a o d  p de e t, 

NDE1 est un régulateur négatif de la longueur du cil primaire (Kim et al. 2011). Maskey et coll ont 

reporté récemment que des mécanismes dépendants du cycle cellulaire peuvent contrôler la longueur 

du cil primaire via la voie CDK5-FBW7-NDE1 (Maskey et al., 2015). En effet, FBW7 (F-box and WD40 

repeat domain-containing 7) est une E3 ubiquitine ligase qui régule la dégradation de NDE1 pour 

maintenir un faible niveau de NDE1 durant les phases G1 et G0, ce qui permet au cil primaire de se 

former et de fonctionner correctement. CDK5, une kinase active durant les phases G0 et G1, est 

responsable de la phosphorylation de NDE1 permettant le recrutement de FBW7. 

Ce s st e de gulatio  d pe da t de l’UP“ a gale e t t  p opos  pou  KIF A. Mi a oto et coll 

o t d’a o d o se  ue KIF A est plus fai le e t e p i e du a t la phase G  ue du a t les phases 

de prolifératio  Mi a oto et. . Ces diff e es d’e p essio  so t e  fait la o s ue e d’u e 

e o aissa e et d’u e pol u i uiti atio  de KIF A pa  la E  u i uiti e ligase APC/C Anaphase-

promoting complex/cyclosome) durant la phase G0, ce qui induit sa dégradation et ainsi permet la 

formation du cil primaire. Ces données renforcent encore un peu plus le lien très étroit existant entre 

la ilioge se et la p og essio  da s le le ellulai e ia l’i pli atio  de l’UP“. 

 

C. Hypothèse unificatrice des mécanismes physiopathologiques 

Le cil primaire est une structure critique pour la régulation de nombreuses voies de signalisation durant 

le développement du cortex. Les oies TGFβ et PI K-AKT-mTOR sont régulées par de nombreux 

facteurs extracellulaires intégrés au ni eau du il p i ai e. Les epteu s TGFβ-RI et TGFβ-RII sont 

localisés à la base du cil primaire. La fixation du ligand sur ces récepteurs induit la phosphorylation et 

l’a ti atio  de “MAD / , gale e t à la ase du il p i ai e, pe etta t la po se à la oie TGFβ. 

LKB1 (Liver kinase B1), un régulateur négatif de la voie mTOR, est localisée au niveau du cil primaire et 

so  a ti atio , pa  e e ple ia u e d fo atio  du il p i ai e, e à l’i hi itio  de la sig alisatio  

mTOR. Il est suggéré que NEDD4L est localisée au niveau du cil primaire (données non publiées), il 

serait donc particulièrement intéressant de déterminer si NEDD4L joue un rôle dans la régulation de 

la ilioge se ia l’UP“, e ui pou ait t e à l’o igi e ou o t i ue  à la d gulation des voies de 

signalisation mTOR-AKT et TGFβ-Smad2/3.  

Nous avons également observé une accumulation anormale de la protéine membranaire Smo 

(Smoothened) au niveau du cil primaire des fibroblastes de patients porteurs de mutations dans le 

gène TUBB3 et responsables de MDC. Ces données laissent suggérer une dérégulation dans la 
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transduction de la signalisation Sonic Hedgehog dépendante du cil primaire dans la pathogenèse des 

MDC causées par des mutations dans TUBB3. 

Dans le cas du gène KIF2A, nous avons décrit des défauts de la ciliogenèse dans les fibroblastes de 

patie t po teu  d’u e utatio  ide tifi e da s u  as de MDC. Il se a do  i t essa t pa  la suite 

d’ alue  les o s ue es des d fauts de ilioge se su  la t a sdu tio  des sig au  ellulaires 

dépendant du cil primaire. 

M e si des tudes suppl e tai es so t e uises pou  e fo e  ette h poth se, l’e se le de es 

données nous permet de proposer une hypothèse unificatrice dans laquelle un grand nombre de MDC 

pourraient être causé par des mécanismes physiopathologiques communs impliquant des altérations 

de la ciliogenèse et des voies de signalisation dépendantes du cil primaire.  
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