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1.1 Avant-propos : importance de la stabilité génétique des cellules
souches

Au cours du développement embryonnaire, les cellules souches permettent la génération
des différents tissus de 1’organisme grace a leurs capacités illimitées ou prolongées
d’autorenouvélement et de différenciation en cellules dotées de morphologies et de fonctions
spécialisées. A I’age adulte, elles permettent également le maintien de 1’homéostasie tissulaire,
par le contrdle de la balance entre le renouvellement et la mort cellulaire (Blanpain et coll., 2013
; Weissman et coll., 2000 ; Chagastelles et coll., 2011).

La stabilité du génome des cellules souches est donc cruciale pour le bon fonctionnement
cellulaire et la prévention de pathologies. Néanmoins, ces cellules souches sont particulierement
vulnérables aux altérations génétiques, étant donné leur potentiel de régénération trés élevé
(Behrens et coll., 2014). Ainsi, tout défaut de réponse aux dommages de I'ADN peut conduire a
la transmission de dommages au niveau de leurs cellules filles, compromettant I'intégrité et la
fonction des tissus (Vitale et coll., 2017). Une instabilité génétique au niveau des cellules souches
peut aussi conduire a la diminution de leurs potentiels de renouvellement et/ou de différenciation,
entrainant une atrophie tissulaire et/ou un vieillissement accéléré. D autre part, des mutations qui
offrent un avantage sélectif aux cellules souches peuvent étre associées au développement de

plusieurs cancers (Behrens et coll., 2014) (Figure 1).
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Figure 1 : Impact des dommages a I’ADN sur les cellules souches (adapté de
Mandal et coll., 2011).

Les dommages a I'ADN dans le compartiment des cellules souches sont suivis par
I'induction d'une réponse robuste aux dommages a I'ADN. Lorsque la réponse est
correctement exécutée, elle conduit a la réparation de I'ADN ou a I’apoptose ou une
sénescence. Si I'élimination et la sénescence prévalent dans le temps, cela peut
conduire a I'épuisement et au vieillissement du tissu. Lorsque les dommages a I'ADN
échappent a la réponse cellulaire ou sont mal répareés, le pool de cellules souches peut
accumuler des mutations. Celles-ci peuvent étre propagées et amplifiées dans le
compartiment de cellules souches par auto-renouvellement ou bien transmises aux
cellules spécialisées par différenciation. Les mutations qui offrent un avantage
sélectif aux cellules souches peuvent s’amplifier par le processus d'expansion clonale,
pouvant conduire finalement a la tumorigenése. L'ADN endommagé est représenté
par une étoile rouge dans le noyau.

Afin de préserver leur stabilité génétique, les cellules de maniére générale disposent d'un

arsenal de protéines constituant des systemes de réparation qui détectent les dommages au niveau

de I’ADN et initient la voie de réparation appropriée en fonction des dommages détectés. La
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longévité des cellules souches et leurs roles essentiels dans le développement soulevent la
possibilité qu’elles soient dotées de mécanismes spécifiques et trés robustes pour maintenir leur
intégrité genétique. Ainsi, plusieurs études suggerent que les cellules souches sont capables
d'empécher 1'accumulation de lésions génétiques, de les réparer et d’éviter leur propagation aux
cellules filles plus efficacement que dans les autres cellules somatiques (Maynard et coll., 2008
; Mandal et coll., 2011 ; Insinga et coll., 2014).

Les données actuelles proviennent essentiellement de 1’¢tude des cellules souches
embryonnaires et des cellules souches hématopoiétiques. Cependant, peu d’études ont caractérisé
la spécificité de réponse aux dommages a I’ADN des cellules souches neurales. Dans ce projet,
nous nous sommes donc intéressés a I’étude de la réponse aux dommages radio-induits de ’ADN

des cellules souches neurales embryonnaires.
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1.2 Reéponse cellulaire aux cassures double brin de I’ADN radio-
induites

Nous sommes exposés en permanence a différents types de radiations ionisantes (RI), qui
peuvent provenir de sources naturelles (Soleil, radioéléments naturels) ou artificielles
(radiothérapie, diagnostic médical, rejets des installations nucléaires, accident nucléaire). Les RI
représentent une émission d’énergie qui se propage sous forme d’ondes électromagnétiques
(rayons y ou X) ou de particules (particules 3 ou o). Les rayonnements sont dits ionisants quand
ils émettent suffisamment d’énergie pour transformer les atomes qu’ils traversent en ions. Ces
radiations different de par leur nature et leur pouvoir de pénétration dans 1’air et dans la matiére.
I1 existe deux modes d’exposition au RI, on parle d’irradiation quand une personne regoit un
rayonnement émis par une source située a I’extérieur de son organisme et de contamination quand

les éléments radioactifs ont pénétré a ’intérieur de 1’organisme.

L’activité radioactive est mesurée en Becquerels (Bq), correspondant a une désintégration
d’un atome radioactif par seconde. Une autre unité fréquemment utilisée est le Gray (Gy), qui
correspond a I’énergie absorbée par un kilogramme de mati¢re exposé¢ a un rayonnement ionisant

(1 Gy = 1 Joule/kg).

Qu’elles soient électromagnétiques ou particulaires, les radiations ionisantes sont
capables d’interagir avec tous les composants cellulaires. Néanmoins, I’ADN est la cible
moléculaire la plus susceptible de compromettre durablement I’intégrité cellulaire. Il est
désormais €tabli que les radiations générent un large spectre de 1ésions d’ADN, notamment des
dommages au niveau des bases nucléotidiques, la formation de pontages covalents intra- ou inter-
brins, des pontages entre I’ADN et des protéines adjacentes, ainsi que des cassures simple-brin

(CSB) ou double-brin (CDB) (Jeggo et coll., 2007) (Tableau 1).
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Dommages radio-induits

Dommages endogenes par

Type de dommage (1Gy) par cellule cellule et par jour
Cassures simple-brin 1000 >10 000
Dommages de base 2000 3200
nucléotidique
Sites abasiques 250 12 600
Pontage’s.ADN- 150 9
proteine
Cassures double-brin 40 40-50

Tableau 1 : Frequence des dommages a I'ADN par cellule induits de fagon endogéne ou par
1 Gy d’irradiation (adapté de Sage et coll., 2017).

Les radiations ionisantes induisent des dommages de I’ADN par interaction directe avec

les liaisons covalentes de I'ADN, ou bien de fagon indirecte via la radiolyse de 1’eau a proximité

de I’ADN et la génération d'espéces réactives de I’oxygene (ROS Reactive Oxygen Species) qui

sont a I’origine du stress oxydant (Kavanagh et coll., 2013) (Figure 2).
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Figure 2 : Vue d’ensemble des dommages radio-induits de I'’"ADN (adapté de
Kavanagh et coll., 2013).
Les radiations ionisantes induisent de nombreux types de dommages a I'ADN, par
voies directes et indirectes. Ces dommages incluent des lésions simples, telles que
des modifications de bases ou de sucres, des pontages ADN-protéines, des pontages
inter-brins, des cassures simple-brin (CSB) et des lésions plus complexes, comme
les cassures double-brin (CDB).
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1.2.1 Cassures double-brin (CDB)

Parmi les dommages d’ADN radio-induits, les cassures double-brin, qui surviennent
lorsque les deux brins d’ADN sont rompus sur la méme position génomique, sont les plus
déléteres. Leur persistance peut conduire & une perte de matériel génétique lors de la division
cellulaire, et en conséquence, & la mort cellulaire (Roos et coll., 2006). D’autre part, leur
mauvaise réparation peut générer des fusions entre CDB, conduisant a des mutations et/ou des
réarrangements d'ADN qui peuvent impliquer un ou plusieurs chromosomes, donnant lieu par
exemple a des translocations. L’instabilité génétique ainsi produite est a I’origine des cancers

(Lieber et coll., 2010).

Mais, les CDB peuvent également étre induites spontanément, par le métabolisme
cellulaire, pendant les différentes phases du cycle cellulaire, notamment lors de la réplication,
suite au blocage de la fourche de réplication, ainsi que pendant la transcription par la formation
de structures trimériques ADN-ARN (R loops) (Mehta et coll., 2014).

Au-dela des conséquences potentiellement négatives, I’induction de CDB offre la
possibilité de modifier fonctionnellement I’information génétique lors de plusieurs processus
physiologiques. Par exemple, les altérations genomiques médiées par les CDB sont essentielles
pour le développement et le fonctionnement du systéeme immunitaire adaptatif. Ainsi, lors de la
recombinaison V(D)J, les cellules progénitrices des lymphocytes utilisent les CDB pour générer
un répertoire vari¢ de récepteurs d’antigénes a la surface des lymphocytes T et d’anticorps
synthétisés par les lymphocytes B. De plus, des études récentes sur les cellules souches neurales
suggérent la survenue d’un mécanisme similaire dans les progéniteurs neuraux, contribuant au
développement de la diversité neuronale dans le cerveau (Wei et coll., 2016 et 2018, Alt et coll.,
2018), (voir Paragraphe 1.4.3).

1.2.2 Signalisation des CDB

La reconnaissance des CDB permet le ralentissement de la progression du cycle cellulaire
afin de mettre en ceuvre des processus de réparation et/ou 1’¢limination des cellules
endommagées par le processus de mort cellulaire programmée (apoptose) ou par sénescence
(Cimprich et coll., 2008 ; Harper et coll., 2007).
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La reconnaissance des CDB fait intervenir le complexe MRN, composé des protéines
MRE11, RAD50 et NBS1, ou I’hétérodimére Ku70/Ku80 (Mirzoeva et coll., 2001, Rupnik et
coll., 2009). Le premier mécanisme est initié¢ par le complexe MRN, par I’intermédiaire de la
protéine NBS1 qui active la protéine ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) par son extrémité C-
terminale (Stracker et coll., 2007). Une fois activée, ATM s’auto-phosphoryle et phosphoryle
plusieurs cibles, impliquées dans 1’arrét du cycle cellulaire et I’initiation de la réparation des
CDB (Lavin et coll., 2007) (Figure 3). Le deuxiéme mécanisme de détection fait intervenir
I’hétérodimére Ku70/Ku80 qui vient se fixer de chaque coté de la CDB, quelques secondes apres
son induction (Mari et coll., 2006). La premiére protéine ensuite recrutée et activée est DNA-
PKcs (Yaneva et coll., 1997, Uematsu et coll., 2007). Les protéines DNA-PKcs recrutées de
chaque cété de la CDB, forment un lien (synapse) entre les deux extrémités de la CDB, ce qui
permet de protéger les extrémités d’ADN des nucléases et de faciliter la réparation (DeFazio et

coll., 2002) (Figure 3).

Dommages a PADN

4

Réponse cellulaire  pojin(g de controle - Réparation — Apoptose Réparation - NHEJ

Figure 3 : Représentation schématique des voies de signalisation des CDB
(adaptée de Turnel et coll., 2012).

Dans la voie ATM, H2AX et MDCL1 phosphorylées localisent le site de I’ADN endommagé et permettent
le recrutement de la protéine ATM. L’activation d’ATM favorise le recrutement des protéines de
réparation et régule les points de contrdles du cycle cellulaire a travers I’activation de CHK2 et P53.La
voie ATR est activée par les dommages générés suite au blocage de la fourche de réplication. ATR est
recrutée par ATRIP sur le site du dommage déja enrobé par la protéine RPA. ATR permet une régulation
du cycle cellulaire par I’activation de CHKI1. La voie DNA-PK régule essentiellement la voie de
réparation NHEJ. L’hétérodimére Ku70/Ku80 recrute deux molécules DNA-PKcs sur la CDB en formant
un complexe synaptique, qui permet le recrutement des protéines de la voie NHEJ.
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Les dommages générés suite au blocage de la fourche de réplication sont signalés
principalement par la protéine ATR (Ataxia Telangiectasia mutated and Rad3-related protein).
La protéine de réplication A (RPA) se lie a I'ADN simple brin généré au niveau des fourches de
réplication bloquées, ce qui permet ensuite le recrutement d'ATR par l'intermédiaire de la
protéine ATRIP (ATR-interacting protein) (Cimprich et coll., 2008).

ATM et ATR, une fois activees, phosphorylent plusieurs cibles dont la sérine 139 des
histones 2A.X (H2AX). Cette phosphorylation est détectable 1 min apreés irradiation et atteint
son maximum en quinze a trente minutes. Cela permet la formation rapide de foyers détectables
par immunofluorescence, qui sont souvent utilisés comme marqueurs des CDB (Rogakou et coll.,
1998). H2AX phosphorylée (y-H2AX) permet un remodelage de la chromatine, qui facilite
I’accés des protéines de réparation au niveau de la CDB. y-H2AX permet également le
recrutement de la protéine MDC1 (mediator of DNA-damage checkpoint 1). A son tour, MDC1
propage et amplifie la phosphorylation de H2AX en recrutant plus de protéines MRN et ATM
(Dickey et coll., 2009).

La relaxation de la chromatine au niveau de la CDB favorise également la liaison de la
protéine 53BP1. Cette derniére est impliquée dans la régulation de la progression du cycle

cellulaire et le choix de la voie de réparation des CDB (Panier et coll., 2014).

L'importance d’une détection efficace des dommages de I’ADN est clairement illustrée
chez les individus présentant des défauts héréditaires des facteurs de la signalisation des CDB,
donnant lieu a des pathologies graves, notamment des déficits immunitaires, des dégénérescences

neurologiques et une susceptibilité élevée au cancer (Giglia-Mari et coll., 2011).

1.2.3 Activation des points de contr6le du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire comporte quatre phases successives : G1, S, G2 et M (mitose). La
progression du cycle entre ces différentes phases est assurée essentiellement par les complexes
protéiques formés par les cyclines et les CDK (Cyclin-Dependent Kinases). On distingue
essentiellement trois points de contrdle au cours du cycle cellulaire : (i) lors de la transition G1/S,
(i) intra S et (iii) lors de la transition G2/M (Figure 4A). Le passage de la phase G1 en S est
assuré par le complexe cycline D-CDKA4/6, puis le complexe cycline A/E-CDK2 assure la
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progression lors de la phase S, tandis que le complexe cycline B-CDK1 assure le passage G2/M.
Les phosphatases Cdc25 (Cdc25 ; Cdc25A et Cdc25C) interagissent également avec les CDK
afin de réguler la progression du cycle cellulaire. Alors que Cdc25A joue un réle majeur dans la
transition G1/S, Cdc25 B et C sont nécessaires pour I’entrée en mitose (Hofmann et coll., 2000 ;

Karlsson-Rosenthal et coll., 2006).

Au cours de la réponse aux dommages de I’ADN, les voies de réparation sont étroitement
coordonnées avec la progression du cycle cellulaire. Cette coordination passe par l'activation de
points de contrdle du cycle cellulaire « Checkpoints », permettant de retarder voire arréter le
cycle cellulaire au niveau des stades critiques, notamment avant et apres réplication (Patil et coll.,
2013 ; Lazzaro et coll., 2009).

A B Blocage de la
fourche de réplication

CDB
Point de controle de
I’assemblage des fuseaux \ RPA

I
Point de controle / — /

G2
. D,
| Y / Point de controle | - j
Point de controle / T @ @ @
Intra-S @ @ @ @
N v v
G1/S Intra-S G2/M

Figure 4 : Progression du cycle cellulaire et activation des points de controle.
A) Représentation des phases du cycle cellulaire et des points de contrdle (adaptée
de Schnerch et coll., 2012). B) Voies de signalisation conduisant a 1’activation des
points de contréle du cycle cellulaire (adaptées de Brandsma et coll., 2017).

Le blocage de la transition G1/S permet d’empécher la cellule de répliquer de I’ADN
endommagé, ce qui aurait pour effet d’amplifier et d’aggraver les dommages. L’induction de cet
arrét nécessite 1’activation de la protéine CHK2 par phosphorylation via ATM (Figure 4B).
CHK2 phosphoryle ensuite la protéine Cdc25A (Falck et coll., 2001), ce qui entraine sa
dégradation et inhibe I’activation du complexe cycline E-CDK2 entrainant le blocage de la
transition G1/S (Mailand et coll., 2000). D’autre part, la phosphorylation de P53 par ATM induit
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I’expression de P21, responsable de I’inhibition du complexe cycline D-CDK4/6, bloguant ainsi

I’entrée en phase S de la cellule.

L’arrét intra-S entraine un ralentissement de la phase S et empéche la progression de la
fourche de réplication. L’arrét intra-S est médié par ATM et ATR, qui phosphorylent les kinases
CHK2 et CHKI respectivement, ce qui entraine la dégradation de Cdc25A et I’inhibition du
complexe cycline A ou E-CDK2, empéchant ainsi 1’ouverture de la double hélice d’ADN au

niveau de la fourche de réplication (lyer et coll., 2017).

L’arrét en G2/M permet de prévenir I’entrée en mitose des cellules trop endommaggées.
La phosphorylation de Cdc25C empéche ’activation du complexe cycline B-CDK1 et entraine
I’arrét du cycle en G2. De plus, ATM et ATR activent également une signalisation dépendante
de P53, conduisant a 1’activation de P21, qui se lie et inhibe les complexes cycline B-CDK1 et
induit le blocage en G2/M (Wang et coll., 2009).

1.2.4 Réparation des cassures double-brin

La réparation des CDB, qui sont considérées comme les lésions les plus délétéres, est
critique pour la survie cellulaire et la maintenance de I’intégrit¢ du génome. L'absence ou
I’altération de la réparation des CDB conduit a une forte instabilité chromosomique associée a
de nombreux désordres développementaux, immunologiques, neurologiques et tumoraux
(McKinnon et coll., 2009). La réparation des CDB implique différents mécanismes dont les plus
importants sont le mécanisme de recombinaison homologue, HR (Homologous Recombination)
et le mécanisme de la jonction d'extrémités non homologues, NHEJ (Non-Homologous End-
Joining) (Ciccia et coll., 2010).

1.2.4.1 Recombinaison homologue (HR, Homologous
Recombination)

La recombinaison homologue est une voie majeure de réparation des CDB, qui fonctionne
uniquement durant les phases S et G2 du cycle cellulaire, quand une chromatide sceur est

disponible pour étre utilisée comme une copie originale (Goodarzi et Jeggo, 2013 ; Johnson et
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Jasin 2000). Elle intervient également pendant la réplication afin de restaurer une fourche de

réplication bloquée (Costes et Lambert, 2012).

La voie HR se déroule en trois phases : pré-synaptique, synaptique et post-synaptique.

La phase pré-synaptique :

Le mécanisme HR est initié¢ par une étape de résection a 1’aide du complexe MRN et d’autres
protéines accessoires comprenant CtIP, BRCAL, BLM et Exol. Cela permet de degrader les deux
extrémités de la CDB afin de produire un ADN simple brin avec une extrémité 3', qui est ensuite
reconnu par la protéine RPA, permettant de signaler la CDB via la voie ATR. La protéine RPA
est ensuite deplacée par les protéines RAD52 et BRCAZ2 pour permettre le recrutement de RAD51
et la formation du nucléo-filament RAD51 (Eggler et coll., 2002) (Figure 5).

La phase synaptique :

Le nucléo-filament RAD51 recherche une séquence homologue. La protéine RAD54 intervient
ensuite pour former un ADN hétéroduplex dua a I’appariement de 1’extrémité 3’ simple brin liée
a Rad51 avec le brin de polarité opposée comprenant la séquence homologue. La structure

résultante est connue sous le nom de boucle D (Heyer et coll., 2006 ; Wright et Heyer, 2014).

La phase post-synaptigue :

Apres formation de la boucle D, les ADN polymérases o et 1 synthétisent I’ADN en utilisant le
brin complémentaire comme substrat et le brin envahissant comme amorce, conduisant a la
formation de la jonction de Holliday. Cette derniére désigne la structure dans laquelle les deux
brins des deux molécules d’ADN impliquées dans la recombinaison se croisent. Deux modéles
ont été décrits dans la formation des jonctions de Holliday : le modéle SDSA (Synthesis-
Dependent Strand Annealing) qui intervient quand une seule extrémité 3’ simple brin contribue
a la formation d’une jonction de Holliday et le modéle DSBR (Double-Strand Break Repair) qui
est impliqué lorsque deux extrémités 3’ simple brin contribuent a la formation de deux jonctions
de Holliday. Enfin, la résolution des jonctions de Holliday fait intervenir des résolvases, comme
GEN1, MUS81/EME1, SLX1-SLX4 permettant de rétablir la séquence d’ADN autour de la CDB

avec ou sans cross-over (West, 2003).
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Figure 5 : Représentation schématique du mécanisme de la recombinaison
homologue, HR (adaptée de Dueva et lliakis, 2013).

1.2.4.2 La jonction d'extrémités non homologues (NHEJ, Non-
Homologous End-Joining)

1.2.4.2.1NHEJ classique ou canonique (C-NHEJ)

Chez les mammiferes, NHEJ est le mécanisme principal de réparation des CDB (Burma et coll.,

2006) qui permet la ligature directe de ses deux extrémités sans nécessiter une homologie de

séquence. Ainsi, NHEJ peut intervenir tout au long du cycle cellulaire (Karanam et coll., 2012).

Le mécanisme NHEJ peut étre divisé en trois phases principales : (i) la détection des cassures,

(i1) la maturation des extrémités de I’ADN afin de les rendre compatibles pour une ligature et

enfin (iii) la ligature de I’ADN (Davis et Chen, 2013) (Figure 6).
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Détection des cassures par le complexe DNA-PK

Dans les cellules eucaryotes, les CDB sont rapidement reconnues par I’hétérodimére Ku,
composé de deux sous-unites Ku70 (70 kDa) et Ku80 (80 kDa) (Koike et coll., 2001), qui sont
tres abondantes (environ 300 000 molécules par cellules chez I’homme), et présentent une grande
affinité pour les extrémités d’ADN issues de CDB (Lieber et coll., 1997). L’hétérodimérisation
des deux sous-unités autour de I’ADN permet le recrutement de DNA-PKcs pour former le
complexe DNA-PK (Singleton et coll., 1999). Deux DNA-PK fixées de part et d’autre stabilisent
les deux extrémités de la CDB cdte a cote, en formant une structure dénommee synapse du NHEJ
(Spagnolo et coll., 2006). Cette derniére permet le rapprochement des deux extrémités de I’ADN
et empéche la dégradation des extrémités par des nucléases (Mahaney et coll., 2009 ; Meek et
coll., 2008). La formation du complexe DNA-PK provoque la phosphorylation d’autres protéines
impliquées dans la voie NHEJ, notamment Ligase IV, XRCC4 (Hsu et coll., 2002 ; Mari et coll.,
2006, Wang et coll., 2004), Artémis (Drouet et coll., 2006 ; Goodarzi et coll., 2006) et XLF (aussi
appelé Cernunnos) (Yano et coll., 2007 et 2011).
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Figure 6 : Représentation schématique du mécanisme de jonction
d'extremités non homologues, NHEJ (adaptée de Dueva et lliakis, 2013).
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Maturation des extrémités de la CDB

Selon la nature de la CDB, une étape de maturation des extrémités pourrait avoir lieu afin
de faciliter la ligature. Si la CDB présente des extrémités 3’-OH et 5°-P intactes, 1’étape de
ligature peut avoir lieu directement apres la détection. Si ce n’est pas le cas, des enzymes de

maturation sont recrutées afin de reconstituer des extrémités 3°’OH et 5°P adaptées.

Les protéines impliquées dans la résection des extrémités d’ADN lors du NHEJ sont
Artémis, WRN et APLF (Aprataxin and PNK-like factor) (Davis et coll., 2013). Artémis possede
plusieurs activités nucléasiques activees suite a son interaction avec DNA-PKcs (Kurosawa et
Adachi, 2010) : une activité endonucléase 5°, une activité exonucléase 5°-3” orientée sur I’ADN
simple brin et une capacité a supprimer les groupements 3’ phosphoglycolates des extrémités de
I’ADN (Povirk et coll., 2007). L’implication de la protéine WRN lors du NHEJ a été démontree
suite a ses interactions avec Ku70/80 et le complexe XRCC4/Ligase IV (Kusumoto et coll.,
2008), lui conférant une activité hélicase 3’-5’ et une activité exonucléase 3’-5’. La protéine
APLF possede des activités, endonucléase et exonucléase, compatibles avec un réle dans la
maturation des extrémités de I’ADN. APLF interagit avec PARP 1 et d’autres protéines de la
voie NHEJ, dont Ku80, XRCC4 et Ligase IV (Kanno et coll., 2007). Lorsque la complexité des
CDB le nécessite, les lacunes (gaps) au niveau de I’ADN peuvent étre comblées par les
polymérases de la famille X, notamment les polymérases p and A (Nick McElhinny et coll., 2004 ;
Moon et coll., 2007). Ces polymérases contiennent un domaine BRCT C-terminal nécessaire a
leurs fonctions et leurs interactions avec les facteurs Ku, XRCC4 et Ligase 1V (Mueller et coll.,
2008). De plus, la protéine PNK (PolyNucleotide Kinase) possede des activités ADN 3’-
phosphatase et ADN 5°-kinase, activées suite a son interaction avec le facteur XRCC4 permettant
d’enlever les groupes 3°P et 5’OH non ligaturables au niveau des extrémités de CDB (Koch et

coll., 2004).

Ligature des deux extrémités de la CDB

L’étape finale de la réparation des CDB par NHEJ consiste a relier les deux extrémités de
la CDB par un complexe de ligature, composé des trois protéines : ligase IV, XRCC4 et XLF
(aussi appelée Cernunnos). La Ligase IV joue un réle clé dans 1’étape finale de la NHEJ, en

permettant la ligature des extrémités d’ADN (Grawunder et coll., 1998). Cette ligature nécessite
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la pré-adénylation de la Ligase IV qui est dépendante de I’hétérodimere Ku70/Ku80. Il a été
démontré que les ligases I et III ne peuvent pas compenser I’absence de la ligase IV dans les
cellules déficientes pour la ligase 1V (Adachi et coll., 2001). La proteine XRCC4 (X-Ray-
sensitive Cross-Complementing group 4) n'a pas d'activité enzymatique connue, mais permet de
stabiliser la ligase IV (Grawunder et coll., 1997, Koch et coll., 2004) et agit comme une protéine
d’échafaudage permettant d’interagir ¢galement avec d’autres protéines de la NHEJ, comme Ku
(Mari et coll., 2006), PNK (Koch et coll., 2004), APLF (lles et coll., 2007) et XLF (Ahnesorg et
coll., 2006).

A la suite de la réparation par NHEJ, 1’ensemble des protéines impliquées se dissocient
de la molécule d’ADN. Cependant, peu de données sont disponibles concernant les mécanismes
régissant la dissolution du complexe NHEJ. Des données récentes obtenues dans des cellules
humaines montrent que la protéine E3 ubiquitine ligase RNF8 pourrait médier la dissociation de
Ku des extrémités d’ADN (Feng et coll., 2011). De plus, 1’état de phosphorylation de DNA-PKcs
conditionne sa dissociation des CDB. En effet, 1’autophosphorylation de DNA-PKcs induit un
changement conformationnel conduisant a sa libération des extrémités de la CDB (Hammel et
coll., 2010).

1.2.4.2.2 La proteine XLF (XRCC4 Like Factor, ou
Cernunnos)

La découverte d’XLF a été précédée par I’identification d’un groupe de patients atteints
d’un déficit immunitaire combiné sévére « SCID » avec une forte radiosensibilité, mais n’ayant
aucune mutation sur les facteurs de la NHEJ (Dai et coll., 2003). Plus tard, deux équipes ont
identifié le gene responsable de ce syndrome, en utilisant deux approches expérimentales

différentes.

En 2006, I’équipe de Jean Pierre de Villartay a identifié un groupe de 5 patients qui
présentaient une lymphopénie B et T séveére et une microcéphalie. Un ensemble d’analyses in
vitro sur les cellules de ces patients a démontré I’existence d’anomalies majeures du NHEJ, se
traduisant notamment par une hypersensibilité aux radiations ionisantes et un défaut de réparation
des CDB lors du processus de recombinaison V(D)J. Une approche de clonage par

complémentation fonctionnelle a 1’aide d’une banque d’ADN complémentaire a alors permis
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d’identifier le géne Cernunnos, codant pour une protéine de 299 acides aminés jusqu’alors

inconnue (Buck et coll., 2006) (Figure 7A).

Liaison Liaison
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XRCC4 | A
B T | [ [
1 63 99 119 155 173 195 334
| ‘ |
Domaine de la Domaine de
téte globulaire I’hélice a
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XLF avec XRCC4
A
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téte globulaire I’hélice a

Figure 7 : Structure de la protéine XLF et comparaison avec XRCC4.

A) Domaines structuraux des protéines XLF et XRCC4. XRCC4 : le domaine de la
téte globulaire comprend les acides aminés (aa) 1-119 et le domaine en hélice a
comprend les aa 120-180. XLF : le domaine de la téte globulaire comprend les aa
1-135 et le domaine en hélice a comprend les aa 136-233 (adapté de Menon et coll.,
2017). B) Structure de cristal tridimensionnel des protéines XLF, XRCC4 et Ligase
IV. Superposition des structures d’XLF (orange) et XRCC (bleu) liés a la Ligase
IV (jaune) (adapté de Andres et coll., 2007).

En 2007, un équivalent de Cernunnos, dénommé XLF (XRCC4 Like Factor) a été
identifié par I’équipe de S. Jackson a 1’aide d’un crible double hybride visant a identifier les
partenaires de la protéine XRCC4 (Ahnesorg et coll., 2006). En effet, XLF présente une structure
similaire a celle de XRCC4 (Mahaney et coll., 2009), constituée d’un domaine en téte globulaire,
d’une tige en hélice-a et d’un domaine C-terminal (Menon et Povirk, 2017). Les études par
cristallographie ont confirmé la similitude de structure entre XLF et XRCC4 (Andres et coll.,
2007 ; Liet coll., 2008). Cependant, 1’étude plus attentive des structures tertiaires de ces protéines
a révélé deux différences. La premicre est une plus grande rotation vers 1’extérieur du domaine
de tige en hélice-a dans XLF. La deuxiéme, contrairement a XRCC4, une partie de la double
hélice située sur le domaine C-terminal de XLF se replie et s’enroule, ce qui pourrait expliquer

I’absence d’interaction entre XLF et la Ligase IV (Figure 7B). XLF interagit avec le complexe
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XRCC4/Ligase IV par la liaison de son domaine globulaire a celui de XRCC4 (Andres et coll.,
2007).

XLF ne présente pas de fonction enzymatique connue, mais elle interagit avec le complexe
XRCC4/Ligase IV (Andres et coll., 2007) et stimule la ligature d’extrémités de I’ADN par la ré-
adénylation de la ligase IV (Riballo et coll., 2009). XLF stimule également I’action des
polymérases p et A (Akopiants et coll., 2009). Contrairement a ce qui est observé avec XRCC4
et la ligase 1V, les souris déficientes pour XLF ne présentent pas de létalité embryonnaire.
Cependant, elles présentent une forte radiosensibilité associée a une légére diminution du nombre
de lymphocytes matures (Li et coll., 2008). De plus, une forte instabilité genétique a été decrite
dans les cellules souches embryonnaires murines déficientes pour XLF (Zha et coll., 2007) ainsi

que dans des fibroblastes déficients pour XLF (Ahnesorg et coll., 2006, Oksenych et coll., 2012).

1.2.4.2.3NHEJ alternatif

Une voie alternative au mécanisme C-NHEJ a été découverte et dénommée NHEJ-
alternatif (Alt-NHEJ). La mise en place de cette voie a été démontrée initialement dans les
cellules déficientes pour un ou plusieurs facteurs clés de la voie C-NHEJ (Kabotyanski 1998,
Wang et coll., 2003). Cependant, des études plus récentes ont révélé 1’existence de la voie Alt-
NHEJ dans les cellules dont la voie C-NHEJ est fonctionnelle (Deriano et Roth, 2013).

Bien que la voie Alt-NHEJ ne nécessite pas d’homologie de séquence, sa mise en place
est facilitée par des micro-homologies situées de part et d’autre de la CDB. La recherche de ces
micro-homologies au moment de la ligature conduit a la perte de nucléotides, ce qui est associé
a la génération de plusieurs translocations chromosomiques (Simsek et Jasin, 2010 ; Zhu et coll.,
2002). Contrairement au C-NHEJ qui est considéré comme un gardien de la stabilité génomique,
Alt-NHEJ est considéré comme une source majeure d’instabilité génomique due a une réparation

infidéle des CDB (Dueva et lliakis, 2013).

La voie Alt-NHEJ n’est pas complétement élucidée, néanmoins plusieurs facteurs ont
déja été identifiés. On trouve notamment la protéine PARP-1 (Robert et coll., 2009) qui entre en
compétition avec la protéine Ku pour la liaison aux extremités des CDB (Wang et coll., 2006)

(Figure 8). La maturation des extrémités semble avoir lieu grace a I’intervention de la protéine
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Mrell en association avec CtIP et BRCA1 (Della-Maria et coll., 2011, Xie et coll., 2009).
Concernant 1’étape finale de ligature, plusieurs études ont démontré I’implication des LIG III et
LIG I (Wang et coll., 2005, Simsek et coll., 2011, Della-Maria et coll., 2011, Liang et coll., 2008).
Le deploiement de la LIG I1l dans Alt-NHEJ fait intervenir également les protéines XRCC1 et
PARP1(Liang et coll., 2008).

CDB

NI NI

PARP1 @ MRN
WRN @ Y CtiP

I
p 9 LIG3
LIG1 £ XRCC1?
no microhomology requireWmicrohomology requirement

NAIVYRNO/
v
AR,

Figure 8 : Représentation schématique des protéines participant a la voie Alt-
NHEJ (adaptée de Dueva et lliakis, 2013).

1.2.5 Choix du mecanisme de réparation des CDB

Plusieurs facteurs interviennent dans le choix de la voie de réparation des CDB. On trouve
notamment, le stade du cycle cellulaire car NHEJ est active tout au long du cycle cellulaire, alors
gue HR n'est active qu'apres la réplication pendant les phases S et G2, lorsqu'une chromatide
sceur est présente en tant que matrice. Ainsi, les voies HR et NHEJ entrent en compétition lors
des phases S et G2 (Shrivastav et coll., 2008, Arnoult et coll., 2017) (Figure 9). De plus, il a été
montré que 1’inhibition de certains facteurs de la voie NHEJ favorise la voie HR, indiquant que
NHEJ et HR agissent séquentiellement (Delac6te et coll., 2002). La voie NHEJ a été proposée
comme la voie de premier choix pour la réparation des CDB, grace a la liaison rapide de

I’hétéromere Ku70/Ku80 au niveau de la CDB, ce qui permet le recrutement de DNA-PKcs et
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I’inhibition de la résection des extrémités de la CDB (Chang et coll., 2017 ; Kakarougkas et coll.,
2013). Si la progression de NHEJ est entravée, en raison de la complexité des CDB ou de la
structure de la chromatine, la résection est initiée par CtIP / MRN et conduit a I’initiation de la

réparation par HR (Shibata et coll., 2011).

La résection des extrémités de la CDB dépend également du cycle cellulaire par I’action
des CDKs (Ira et coll., 2004). Les facteurs qui initient la résection des extrémités de la CDB sont
plus actifs pendant les phases S et G2, favorisant la voie HR. C'est une autre raison pour laquelle
la réparation par HR n’est possible que pendant les phases S et G2, alors que la réparation par
NHEJ est dominante tout au long du cycle cellulaire (Symington et coll., 2011 ; Kakarougkas et
coll., 2013).

La structure de la chromatine au voisinage de la CDB peut également influencer le choix
de la voie de réparation. En effet, la capacité des protéines de réparation a détecter et a se fixer
au niveau des CDB est déterminée par les modifications des histones autour des CDB, ce qui
implique le remodelage de la structure de la chromatine (Aymard et coll., 2014, Clouaire et coll.,
2015, Lorat et coll., 2012).
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1.2.6 Conséquences des CDB mal réparées ou non répareées

1.2.6.1 Instabilité chromosomique

Les aberrations chromosomiques représentent la forme la plus commune de I’instabilité
génétique. Elles sont générées suite a 1’altération du nombre ou de la structure des chromosomes.
Les anomalies du nombre appelées également aneuploidies, correspondent au gain ou a la perte
d’une ou plusieurs copies de chromosomes. Plusieurs agents mutagénes comme 1’irradiation X
peuvent induire une aneuploidie en affectant la polymérisation des microtubules et la ségrégation
des chromosomes lors de la mitose (Kirsch-Volders et coll., 1996 ; Durante et Formenti, 2018).
Quant aux aberrations de structure, elles surviennent suite & un gain ou une perte de segments
chromosomiques. Les mécanismes de formation des aberrations chromosomiques restent tres
controversés. Néanmoins, il est maintenant admis que les CDB sont les lésions les plus
impliquées dans la génération des aberrations chromosomiques (Bryant et coll., 2007). Lors de
la mitose, les CDB non réparées apparaissent sous forme d’une délétion terminale, conduisant a
une perte de matériel génétique. Tandis que les CDB mal réparées peuvent générer des échanges

intra ou inter-chromosomiques (Durante et coll., 2013).

La cytogénétique, a savoir 1’étude des aberrations chromosomiques au stade de la
métaphase permet de distinguer deux catégories d’aberrations: chromatidiennes et
chromosomiques (Figure 10). La distinction entre ces deux catégories est importante, car pour
certains agents tels que les radiations ionisantes, le type d'aberration détecté en métaphase refléte
I’état de duplication des chromosomes au moment de D’irradiation (Savage, 1999). Les
aberrations chromatidiennes qui impliquent une seule chromatide sont formées dans des régions
d’ADN déja dupliquées, suite a I’induction de dommages a I’ADN lors des phases S ou G2. On
distingue notamment, les cassures chromatidiennes dues a la perte de fragment liée a 1’absence
de réparation et les figures radiales (Radians), induites par une mauvaise réparation, conduisant
a une recombinaison de chromatides entre deux ou plusieurs chromosomes. Les aberrations
chromosomiques impliquent les deux chromatides d’un méme chromosome, et sont
généralement dérivées de cassures produites avant la réplication, pendant la phase G1 ou en début
de phase S, dans des régions qui n’ont pas encore été répliquées. On distingue des cassures
chromosomiques dues a une absence de réparation, se traduisant par une rupture au niveau des

deux chromatides avec ou sans conservation du fragment associé. D’autre part, une mauvaise
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réparation peut donner lieu a des recombinaisons entre chromosomes pour former des
dicentriques, des anneaux, ou bien des réarrangements de fragments d’ADN donnant lieu a des
translocations (Figure 10). Les dicentriques et les anneaux sont généralement considérés comme
des aberrations instables, dans la mesure ou leurs fréquences diminuent lors des divisions
cellulaires successives. Cependant, les échanges réciproques de segments de chromosome tels
que les translocations sont considérés comme des aberrations stables, transmissibles aux cellules

filles lors des divisions cellulaires (Kaddour et coll., 2017 ; Pala et coll., 2000).
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Figure 10 : Illustration schématique de la formation des aberrations
chromosomiques.

Les aberrations chromatidiennes sont formées par les CDB induites apres
réplication et comprennent les cassures chromatidiennes (CCT) et les radians. Les
aberrations chromosomiques sont générées par des CDB induites avant la
réplication et comprennent ; les cassures chromosomiques avec ou sans fragment
(CCS +/- Frag), les dicentriques, les anneaux et les translocations.

33



En dosimétrie radiobiologique, le dénombrement des aberrations chromosomiques dans
les lymphocytes circulants est utilisé pour estimer la dose absorbée par un organisme aprés une
exposition aux radiations ionisantes (Mateuca et coll., 2006). Pour cela, la fréquence des
dicentriques est déterminée puis comparée a des courbes « dose-effet» de références,
préalablement établies in vitro pour différents débits de dose, doses et types de rayonnement. En
revanche, I’étude des dicentriques est limitée aux expositions récentes, en raison des difficultés
de leur transmission pendant les divisions cellulaires. L’¢tude des translocations est donc
proposée pour estimer une exposition ancienne aux radiations ionisantes. En effet, les

translocations sembleraient persister plus longtemps aprés 1’exposition (Hartel et coll., 2018).

1.2.6.2 Apoptose (mort cellulaire programmee)

La mort cellulaire par apoptose permet de prévenir I’accumulation des cellules avec un
patrimoine génétique altéré. Son induction passe par deux voies principales: une voie
extrinseque, qui implique 1’activation des récepteurs TNF (TNF : Tumor Necrosis Factor), et une
deuxiéme voie dite intrinseque ou mitochondriale, qui est médiée par des protéines appartenant

a la super-famille de Bcl-2 (Nowsheen et coll., 2012).

L’induction des CDB conduit a 1’activation de 1’apoptose par voie intrinséque (Figure
11). Les CDB provoquent I’activation d’ATM, qui a son tour phosphoryle et active P53. La
quantité de P53 activée est déterminante pour le devenir de la cellule. Un faible niveau de CDB
active une petite fraction de P53, conduisant a un arrét du cycle par la régulation de P21 (Roos
et Kaina, 2006). Cependant, avec des taux élevés de CDB, une grande quantité de P53 est activée,
entrainant 1’expression des genes pro-apoptotiques PUMA (Nakano et VVousden, 2001) et NOXA
(Oda et coll., 2000), qui vont a leur tour activer 1’expression de BAX et BAK (Kim et coll.,
2009), dont I’action est modulée par des protéines anti-apoptotiques, comme BCL2 et BCL-X.
(Fletcher et coll., 2008 ; Soriano et coll., 2011). Une fois activées, BAK et BAX se fixent au
niveau de la membrane externe de la mitochondrie, formant des pores qui permettent la libération
des facteurs apoptotiques comme le cytochrome C et SMAC/DIABLO (Antonsson et coll.,
2001). Une fois libéré dans le cytosol, le cytochrome C se lie a la protéine APAF et forme
I’apoptosome, qui se lie et active la protéase initiatrice de 1’apoptose, la caspase 9 (Jiang et coll.,
2000). Cette derniére clive et active les caspases effectrices 3, 6 et 7 (Li et coll., 1997).

SMAC/DIABLO promeut également 1’apoptose en se fixant sur I’inhibiteur de 1’apoptose (IAP),

34



évitant ainsi 1’atténuation de 1’activation des caspases (Ashkenazi et coll., 2002). Les caspases
effectrices induisent des changements cyto-morphologiques caractéristiques, comprenant un
rétrécissement cellulaire, la condensation de la chromatine, la formation de corps apoptotiques
et enfin la phagocytose des corps apoptotiques par des cellules parenchymales ou des

macrophages adjacents (EImore et coll., 2007, Nowsheen et coll., 2012).
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Figure 11: Voie de signalisation de I’apoptose induite par les cassures double-
brin (CDB) (adapté de Ashkenazi et coll., 2002).

Les CDB induisent 1’apoptose par voie intrinséque, composée par une cascade
d’événements aboutissant a 1’activation des caspases effectrices, 3, 6 et 7, qui sont
responsables des changements cyto-morphologiques caractéristiques de 1’apoptose.

Des défauts d’initiation de 1’apoptose aprés I’induction de dommages de I’ADN sont
associés au développement de plusieurs pathologies comme les maladies neurodégénératives,

auto-immunes et les cancers (Elmore et coll., 2007 ; Rich et coll., 2000).

1.2.6.3 Sénescence

La sénescence est un état cellulaire caractérisé par un arrét du cycle cellulaire. On
distingue la sénescence réplicative attribuée au raccourcissement des téloméres apres plusieurs

divisions cellulaires (Sharpless et coll., 2015), de la sénescence prématurée induite par un stress
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comme I’induction de dommages a I’ADN (Hernandez-Segura et coll., 2018). En effet, des
dommages persistants au niveau de I’ADN peuvent induire une sénescence dans différents types
cellulaires pendant des périodes relativement courtes (3 a 10 jours), avec oOu sans
raccourcissement des télomeres (De Magalhdess et coll., 2018 ; Mufioz-Espin et Serrano, 2014).
Par exemple, I’irradiation peut déclencher le processus de sénescence, aussi bien dans les cellules

normales que cancéreuses (Li et coll., 2018).

Le mécanisme d’induction de la sénescence est similaire a la voie de signalisation des
points de contrble du cycle cellulaire lors de la transition G1/S (Figure 12). Les principaux
effecteurs de I'arrét du cycle cellulaire lors de la senescence sont les inhibiteurs de CDK (p21 et
pl6) (Gewirtz et coll., 2008). Les cellules sénescentes présentent des altérations structurelles,
telles qu'une morphologie élargie et aplatie, une modification de la membrane plasmique,
I'accumulation de lysosomes et des altérations nucléaires (Hernandez-Segura et coll., 2018).

Le marqueur de sénescence le plus fréguemment utilisé est la détection par coloration
histochimique de 1’activité de la B-galactosidase a pH 6, qui met en évidence 1’accumulation des

lysosomes dans le compartiment péri-nucléaire (Dimri et coll., 1995).

\ Figure 12 : Voie de signalisation de la
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1.2.6.4 Catastrophe mitotique

La catastrophe mitotique est un processus de mort cellulaire du a une mitose aberrante,
qui permet d’empécher la prolifération de cellules mitotiques défectueuses (Roninson et coll.,
2011). Elle est caractérisée par une altération de la ségrégation des chromosomes et conduit a des
modifications nucléaires spécifiques comme les noyaux multiples et/ou des micronoyaux (MC
Gee, 2015) (Figure 13). L’un des mécanismes d’induction de la catastrophe mitotique par les
dommages a I’ADN est I’amplification des centrosomes, qui sont les centres d’organisation des
microtubules lors de la formation du fuseau mitotique (Dodson et coll.,, 2007). Un autre

mécanisme implique une défaillance de ’arrét en G2/M, ce qui conduit au passage de la cellule
endommagée en mitose (lanzini et coll., 2006).
.
-

Figure 13 : Caractéristiques morphologiques de la catastrophe mitotique
(adapté MC Gee, 2015).

(A) Cellule interphasique normale. (B) Cellule avec de multiple noyaux. (C) Cellule
interphasique a deux centrosomes. (D) Ségrégation normale des chromosomes au
cours de I'anaphase. (E) Cellule contenant > 2 centrosomes, conduisant a un fuseau
mitotique multipolaire (F), a I’origine d’une aneuploidie. ADN (bleu), a-tubuline
(rouge en A, B, D, F) et centrosome (rouge en C et E).

La détection et I'élimination des cellules mitotiques défectueuses sont indispensables pour
la prévention de l'instabilité du génome. Une mitose aberrante peut conduire a la génération de
cellules aneuploides ou tetraploides, qui sont une caractéristique des cellules tumorales (Gorden
et coll., 2012).
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1.3 Neurogenese

1.3.1 Neurogenése embryonnaire : développement du cortex cérébral

1.3.1.1 Structure du cortex cérébral

Le cortex cérébral est le siége principal des fonctions neurocognitives du cerveau, ou les
informations provenant de toutes les modalités sensorielles sont traitées et intégrées pour donner
lieu aux différents comportements sensori-moteurs. Le cortex est une structure complexe, qui
contient différentes classes de neurones répartis dans six couches superposées (Agirman et coll.,
2017, Rasband, 2016). Les neurones sont générés a partir de cellules souches et progéniteurs
neuraux (CSPN), suivant un processus de différenciation appelé neurogenese (Urban et
Guillemot, 2014 ; Doetsch et coll.,, 1999 ; Bédard et Parent 2004). Plus tard dans le
développement embryonnaire, d’autres processus non neuronaux interviennent, notamment la

gliogenése permettant la génération d'astrocytes et d'oligodendrocytes (Semple et coll., 2013).

La structure du cortex varie considérablement entre les espéces de mammiferes (Finlay
et Darlington, 1995). Cela est directement lié au nombre de neurones, qui est déterminé au cours
du développement par les divisions neurogéniques des CSPN (Borrell et Reillo, 2012). Dans le
cerveau embryonnaire murin, les CSPN sont localisés essentiellement dans la zone ventriculaire
(ZV) et la zone sous-ventriculaire (ZSV). Les premiers neurones produits forment la pré-plaque,
qui est ensuite divisée en sous-plaque et zone marginale. La zone marginale formera la couche 1
du cortex et la sous-plaque donne lieu aux autres couches corticales. A partir du jours
embryonnaire E11,5 jusqu’a E17,5 ; les CSPN produisent des exclusivement des neurones qui
forment les différentes couches corticales suivant une chronologie strictement contrdlée, de la
couche 6, la plus profonde aux couches 2/3, les plus superficielles (Sakayori et coll., 2013)
(Figure 14).
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Figure 14: Représentation du cortex cérébral murin pendant le développement
embryonnaire et postnatal (adapté de Marcom et coll., 2016).

1.3.1.2 Les cellules souches et progéniteurs neuraux (CSPN)

Pendant longtemps, les neurones et les cellules gliales ont été considérés comme les
produits de précurseurs distincts qui divergeaient tot durant le développement embryonnaire.
Cependant, des études récentes ont caractérisé différentes catégories de CSPN, qui apparaissent
a différents stades du développement et qui donnent lieu a toute la diversité de cellules neuronales
et gliales (Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009). Les différentes catégories de CSPN se distinguent
par leur potentiel de prolifération/différenciation, leur morphologie, la localisation de leur noyau

et ’expression de marqueurs spécifiques (Arai et Taverna, 2017).

Transformation des cellules neuroépithéliales en cellules de la glie radiaire

Le premier évenement majeur dans le developpement embryonnaire du cortex est la
formation du tube neural qui dérive de I’ectoderme au moment de la gastrulation (Martynoga et

coll., 2012). 1l est composé d’une couche de cellules neuroépithéliales (CNE), qui s’étendent de
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la lame basale au lumen ventriculaire du tube neural et présentent une polarité apico-basale (Go6tz
et Huttner, 2005). Elles expriment des marqueurs de cellules souches tels que Nestin
(neuroectodermal stem cell marker) et Sox2 (SRY (sex determining region Y) box 2), et sont
caractérisées par la migration de leur noyau entre la surface basale et apicale, de fagon
synchronisée avec leur cycle cellulaire. Ce processus est appelé migration nucléaire
intercinétique (MNI) : le noyau est situé a la surface apicale lors de la mitose, migre vers la
surface basale pendant la phase G1, puis arrive en position basale en phase S et retourne vers la
surface apicale pendant la phase G2 (Figure 15). Ainsi, les cellules se trouvant a différents stades

du cycle cellulaire, donnent un aspect pseudostratifié a la ZV (Taverna et Huttner, 2010).

Basale

Apicale

S G2 M GI1

Figure 15 : Migration Nucléaire Intercinétique (MNI) et polarité apico-basale
des cellules neuroépithéliales (adapté de Taverna et Huttner, 2010).

Initialement, les CNE proliférent par des divisions symétriques générant deux CNE
identiques, permettant ainsi leur amplification (Rakic, 1988 ; Martynoga et coll., 2012). Avec le
début de la neurogenése entre le 9™ et 10°™ jour du développement embryonnaire chez la souris
(Martynoga et coll., 2012), les CNE entament des divisions asymétriques permettant de générer
les premiers neurones post-mitotiques (Figure 16). Parallelement, les CNE commencent a
acquerir des caracteristiques de cellules astrogliales, ce qui aboutit a la formation des cellules de
la glie radiaire (CGR) (Noctor et coll., 2002 ; Kriegstein et Gotz, 2013).
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Plan vertical : Plan oblique : Plan horizontal:
division symétrique division asymétrique Division asymétrique

Figure 16 : Divisions symétriques et asymétriques des CSPN (adapté de Sun et
Hevner, 2014).

Selon l'orientation du fuseau mitotique et le plan de clivage, les divisions des CSPN
sont symétriques (plan vertical) ou asymétriques (plan horizontal ou oblique).
Apres un clivage dans le plan vertical, les deux cellules filles demeurent dans la ZV
et se divisent a nouveaux. Au contraire, un clivage dans le plan horizontal ou
oblique amene la cellule qui se trouve dans le plan le plus éloigné de la ZV a ne
plus se diviser et a commencer sa migration. L’autre cellule fille demeure dans la
ZV pour continuer a se diviser. La répartition inégale des facteurs de transcription
(comme notch-1 ou humb) dans la cellule participe a cette différenciation.

Les cellules de la glie radiaire (CGR) : élément clé de la neurogenése embryonnaire

Les CGR apparaissent peu de temps avant le début de la neurogenése. Elles ont une
morphologie trés proche de celle des CNE, avec un prolongement apical en contact avec la
surface ventriculaire du cortex et un prolongement basal en contact avec la surface basale.
Comme les CNE, les CGR conservent I’expression de nestine, présentent une forte polarité apico-
basale et effectuent des divisions mitotiques au niveau de la surface apicale du ventricule, d’ou
le nom de CGR apicale (CGRa). Néanmoins, les CGRa différent des CNE de par I’absence de
jonctions serrées (Aaku-Saraste et coll., 1996) et I’expression de marqueurs tels que GLAST
(glutamate-aspartate transporter), GLT-1 (glutmate transporter), BLBP (brain lipid-binding
protein) et GFAP (glial fibrillary acidic protein) dans certaines especes (excepté chez les
rongeurs) (Malatesta et coll., 2008).

Bien que les CGRa présentent un potentiel de différenciation plus restreint que celui des

CNE, elles sont capables de genérer la plupart des neurones et des cellules gliales du cerveau
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(Gotz et coll., 2002 et 2005 ; Malatesta et coll., 2000 et 2008). Le produit immédiat de la division
des CGRa n'est généralement pas une cellule différenciée. Souvent, les CGRa génerent d’autres
progéniteurs intermédiaires avec un potentiel neurogénique plus restreint (Haubensak et coll.,
2004 ; Noctor et coll., 2004 ; Alvarez-Buylla et Kriegstein, 2013) (Figure 17).

Cellules neuro-épithéliales CGR CGR
Cellules de la glie radiaire
Neurones des couches profondes ‘ ¢
Neur Neurones des couches superficielles CGRbD 2 Neur
Progéniteurs intermédiaires i
Cellules de la glie radiaire basales PI
)2z Macroglie

CNE
2 CNE
Basale { | 7] |
L | A/ &
0.9 ¢
J :\3 \"‘{/‘i ‘!\
Apicale £3 S04 J
Prolifération  Transition Les CGR Les CGR
desCNE CNE-CGR phase neurogénique phase gliogénique
Pré-neurogenése — Neurogenése Neurogeneése tardive

»
>

Figure 17 : Représentation schématique de la neurogenése embryonnaire du
cortex cérébral (adapté de Paridaen et Huttner, 2014).

Localisation et évolution des principales CSPN, ainsi que leur différenciation
neurogénique ou gliogénique.

Pendant longtemps, les CGRa ont été considérées comme ’unique population de CSPN
dans la ZV. Cependant, des ¢tudes plus récentes ont identifi¢ d’autres progéniteurs, appelés
progéniteurs intermédiaire apicaux (Pla) (Gal et coll., 2006). Comme les CGRa, les Pla
maintiennent le contact avec la surface apicale du ventricule par des jonctions adhérentes et
expriment le marqueur Pax6 caractéristique des progeniteurs neuraux. Cependant, les Pla different

par la durée de leur cycle cellulaire et la nature de leur descendance. En effet, contrairement aux
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CGRa, les Pla produisent directement des neurones post mitotiques au niveau de la ZV (Stancik
et coll., 2010) (Tableau 2).

Les différents types de CSPN

zVv ZSV
CNE CGRa Pla CRGb Plb
Localisation ) ) )
) Apicale Apicale Apicale Basale
de la mitose
Contact apical Oui Non
»  Contact basal Oui Oui Non Oui Non
(b}
'S Polaritéala _ _
E ) Apico-basale Apico-basale Apicale Basale Non
= mitose
(&)
38 Mouvement
ek MNI MNI MNI MST Non
§_ du noyau
a Pax6/Tbr2 Pax6 Pax6 Pax6 Pax6 Pax6/Tbr2
Marqueurs ] ) )
) Non Oui Oui Oui Non
astrogliaux
Prolifération Oui Oui Non Oui Oui (<10%)

Tableau 2 : Résumé des propriétés cellulaires des différents types de CSPN dans le cortex
en développement (adapté de Florio et Huttner, 2014).

Des progeéniteurs intermédiaires ont été également identifiés dans la ZSV et appelés
progeniteurs intermédiaires basaux (PIb). Ils sont formés par la division des CGRa a la surface
apicale de la ZV, puis ils se détachent de la surface du ventricule et déplacent leurs noyaux dans
la région basale. Contrairement aux CGRa, les PIb ne sont pas polarisés et ne disposent pas de
jonctions adhérentes. De plus, les PIb n’expriment pas les marqueurs astrogliaux et Pax6, exprimes
par les CGRa, mais, ils expriment des marqueurs spécifiques comme Tbr2 (T-box brain protein 2)
(Englund et coll., 2005) (Tableau 2). Les PIb effectuent essentiellement des divisions
asymétriques, produisant deux neurones. Néanmoins, environ 10% des Plb proliferent par

divisions symétriques, conduisant a leur expansion dans la ZSV (Noctor 2004).

Récemment, des cellules de la glie radiaire ont été également identifiées dans la ZSV. Elles
sont dénommées CGR basales (CGRb) (Hansen et coll., 2010). Les CGRb partagent beaucoup de
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caractéristiques avec les CGRa, notamment 1’expression de Pax6, les marqueurs astrogliaux et un
long prolongement basal vers la surface du cortex (Florio et Huttner, 2014 ; Romero et Borrell,
2015). En revanche, contrairement aux CGRa, les CGRb ne disposent pas de prolongement apical
vers la surface du ventricule et leur division est précédée par la translocation du noyau prés de la
plaque corticale au cours d’un processus appelé « Mitotic Somal Translocation » (MST) (Ostrem
et coll., 2014) (Tableau 2). L’abondance des CGRb dans le cortex cérébral est trés variable selon
les especes. En effet, les CGRb sont tres peu abondantes chez la souris par rapport au macague ou
a I’homme. Cela indique 1’importance des CGRb dans 1’expansion et le degré de circonvolution

du cortex cérébral (Romero et Borrell, 2015).

1.3.1.3 Migration neuronale

Les neurones généres au niveau des zones neurogéniques migrent du site de leur derniere

division mitotique vers la surface externe du cortex de fagon radiale ou tangentielle (Figure 18).

La migration radiale concerne essentiellement les neurones glutamatergiques qui naissent
aux niveaux de la ZV et de la ZSV et rejoignent la surface corticale, en empruntant les
prolongements basaux de la glie radiaire. Les premiers neurones genérés a partir du stade E10
forment une structure appelée la pré-plaque. Cette derniere se sépare en deux zones : une zone
inférieure appelée sous-plaque et une zone supérieure appelée marginale. Les vagues successives
de neurones viendront s’insérer entre ces deux zones afin de former la plaque corticale qui
donnera naissance aux différentes couches corticales (Molyneaux et coll., 2007). Les neurones
migrent selon un ordre chronologique : les premiers neurones peuplent les couches corticales
profondes, tandis que les neurones qui apparaissent ultérieurement s’installent progressivement

dans les couches superficielles (Rakic et coll., 2009).

La migration tangentielle concerne les interneurones GABAergiques qui naissent dans
les éminences ganglionnaires latérales (LGE) et médianes (MGE), puis migrent sur une longue
distance avant de rejoindre le cortex. Pour cela, les interneurones suivent la bordure externe du
néocortex ou bien la surface basale de la ZSV. Une fois arrivés dans le cortex, les interneurones
migrent d’une fagon radiale afin de s’insérer dans les différentes couches corticales (Luhmann et

coll., 2015).
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Figure 18 : Origines et voies de migration des neurones glutamatergiques et
GABAergiques (adapté de Luhmann et coll., 2015).

(A) Schéma illustrant la voie de migration radiale des neurones glutamatergiques depuis la
ZV/IZSV vers les différentes couches corticales (fléches rouges) et la migration tangentielle
des neurones GABAergiques depuis les éminences ganglionnaires latérale (LGE) et
médianes (MGE) vers le cortex (fleches bleues). (B) Les neurones glutamatergiques (en
rouge) migrent de facon radiale le long des cellules de la glie radiaire (en gris). Une fois
dans la zone marginale (ZM), ils se détachent et s’alignent au-dessus des neurones de la
plaque corticale (PC) précédemment insérés. La majorité des neurones GABAergiques
(marqués en bleu) atteignent le cortex via une migration tangentielle a travers la ZSV ou la
frontiere externe de la ZM.

1.3.1.4 Apoptose neuronale

L’expansion du cortex cérébral est liée a plusieurs facteurs impliqués dans la prolifération
et la différenciation des progéniteurs neuraux. Notamment, la durée du cycle cellulaire, la phase
d’amplification des progéniteurs et le rapport entre les divisions symétriques et asymétriques
(Rakic, 1995). Outre ces paramétres de prolifération, la mort cellulaire programmée contribue
également a spécifier la taille du cortex cérébral au cours du développement (Haydar et coll.,
1999). Peu de temps apres leurs dernieres divisions, les neurones commencent a allonger leurs
axones afin d’innerver leurs cibles, c’est pendant cette phase qu’ils sont susceptibles de subir une
mort cellulaire programmée (Dekkers et coll., 2013). En effet, il a ét¢ montré qu’environ 50%
des neurones sont ¢liminés par apoptose lors de 1’¢tablissement des connexions avec d’autres
cellules (Oppenheim et coll., 1991). Cette apoptose physiologique au cours du développement
cérébral servirait a éliminer les neurones qui présentent des erreurs de formation ou de
connexions synaptiques (Stiles et coll., 2010). La mort cellulaire programmée survient également
plus t6t dans le développement, au sein de populations de cellules indifferenciées en prolifération
dans la ZV et la ZSV (Blashke et coll., 1996, Thomaidou et coll., 1997).
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L’importance de 1’apoptose au cours du développement du cerveau est clairement
démontrée chez les souris portant des mutations au niveau des facteurs pro-apoptotiques (Wong
et Marin, 2019). Par exemple, les embryons de souris déficientes pour APAF-1, caspase 9 ou
caspase 3 présentent un élargissement excessif des zones prolifératives du cortex cerébral
(Cecconi et coll., 1998 ; Kuida et coll., 1998 ; Roth et coll., 2000).

1.3.2 Neurogenese adulte

Pendant longtemps, il a été admis que le cerveau adulte était une structure fixe et
incapable de se régénérer. Bien que la plupart des neurones du cerveau soient générés avant la
naissance, il est maintenant bien établi que de nouveaux neurones sont produits en permanence
dans le cerveau adulte (Ghosh, 2019). La neurogenése reste active essentiellement dans deux
régions principales du cerveau adulte, a savoir la zone sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté
(GD) et la zone sous-ventriculaire (ZSV) qui longe les ventricules latéraux (VL) (Mirzadeh et
coll., 2008 ; Fuentealba et coll., 2012 ; Fiorelli et coll., 2015) (Figure 19). En effet, des cellules
possédant des propriétés de CSPN ont été identifiées in vitro (Reynolds et Weiss, 1992) et in vivo
(Doetsch et coll., 1999 ; Seri et coll., 2001) dans le cerveau adulte.

A B
Souris Humain
VL VL ?
Striatum ‘
>’v«('
V

$JZSV

BO GD GD

Figure 19 : Principales zones de neurogenése dans le cerveau adulte murin
(A) et humain (B) (adapté de Ernst et Frisén, 2015).

Les nouveaux neurones sont indiqués en vert. (A) Chez les rongeurs, les neuroblastes sont générés
dans la zone sous-ventriculaire (ZSV) qui tapisse le ventricule latéral (L), puis migrent vers le bulbe
olfactif (BO), une structure cruciale pour I'olfaction. (B) Chez les humains, des neuroblastes sont
également présents dans la zone sous-ventriculaire, et les nouveaux neurones s'integrent dans le
striatum adjacent, qui joue un réle essentiel dans la coordination des mouvements, I'apprentissage, la
mémoire, et le contrble de la motivation et des émotions. De nouveaux neurones sont également
générés en permanence dans la zone sous-granulaire (ZSG) du Gyrus denté (GD) de I'hnippocampe,
une structure cérébrale essentielle pour la mémoire et le contréle de I'numeur chez les rongeurs et les
humains (A, B).
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1.4 Réponse cellulaire aux CDB pendant le développement du

cerveau

1.4.1 Conséquences neurologiques d’un défaut de réponse aux CDB

Le développement du systeme nerveux nécessite une réponse efficace aux dommages de

I’ADN. La réparation de 'ADN est particulierement critique au début du développement

embryonnaire, lors de la prolifération et de la différenciation des progéniteurs neuraux. Des

mutations dans divers facteurs de la réponse aux CDB sont associées a plusieurs pathologies,

dont la composante neurologique est 1’un des aspects les plus déléteres. Ces anomalies peuvent

provenir d'un défaut de signalisation et/ou de réparation des CDB (Abugable et coll., 2019 ;
McKinnon et coll., 2013) (Tableau 3).

. Protéine Structure Implications Implications non
Pathologie . . . .
affectée affectée neurologiques neurologiques
- Dégénération précoce
Ataxia des cellules de Purkinje |- Immunodéficience,
Telangiectasia ATM | Cervelet | et des neurones - Radiosensibilité,
(A-T) granuleux du cervelet, |- Stérilité.
m - Déficit oculomoteur.
8 - Dégénération tardive des
g 8 ATLD (A-T like cellules de Purkinje et
= disease) des neurones granuleux . s
£ U - :
§ S|(Maladie similaire MREI11 | Cervelet du cervelet, Radiosensibilité
A 3 alA-T) - Mouvement oculaire
Tg anormal.
‘7 . , . - Immunodéficience,
Syndrome de | \pqy | corex [ Microcephalic, - Radiosensibilité,
Nijmegen - Retard mental. r 1o s
- Stérilité.
Syndrome de - Microcéphalie, - Retard de
Seckel ATR Cortex | Retard mental. croissance
- - Retard de
8 Microcéphalie XLF Cortex [-Microcéphalie. CTOISSANCe,
8 % - Lymphopénie,
= - Radiosensibilité.
s% ,5 - Immunodéficience,
A E - Microcéphalie - Retard de
= s
§ Syndrome LIG4 | LIG4 Cortex | Retard mental. croissance,
= - Radiosensibilité.

Tableau 3 : Les principaux troubles neurologiques humains associés a des défauts de
réponse aux dommages de ’ADN (adapté de Barzilai et coll., 2008).
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1.4.1.1 Conséguences neurologiques d’un défaut de signalisation
des CDB

Les connaissances relatives a I’impact d’une signalisation défectueuse des CDB sur le
développement du systéme nerveux proviennent essentiellement des études effectuées sur I'ataxie
télangiectasie (A-T) et les troubles associés. L’A-T est une maladie genétique causee par des
mutations du gene ATM (Shiloh et Ziv, 2013). Elle est caractérisée par une neuro-
dégénérescence progressive du cervelet due a une perte progressive de neurones (Chun et Gatti,
2004). Les patients A-T souffrent de problémes de coordination et de locomotion (ataxie), d’une
prédisposition marquée au cancer lymphoide, d’une immunodéficience et d’une forte

radiosensibilité.

Une maladie similaire a I’A-T (ATLD, A-T Like Disease) a été également décrite suite a
des mutations du facteur Mrell. La similitude entre A-T et TRAT démontre que les atteintes
neurologiques observées sont directement associées a une réponse défectueuse aux dommages
de I’ADN. Cependant, des mutations dans le géne Nbn codant pour la protéine NBS1, un autre
membre du complexe MRN, provoquent une maladie appelée syndrome de Nijmegen, dans
laquelle la principale atteinte neurologique est la microcéphalie et non pas la dégénérescence
cerébelleuse qui caractérise A-T et TRAT (Digweed et Sperling, 2004).

Les souris déficientes pour ATM sont viables, elles reproduisent assez bien le phénotype
A-T observé chez I’homme, a 1’exception des atteintes neurologiques (Elson et coll., 1996).
Contrairement a ATM, la déficience de Mrell et NBS1 conduit a une létalité embryonnaire (Buis
et coll., 2008, Zhu et coll., 2001). Tandis que des mutations hypomorphes des genes Mrell et
Nbn chez la souris ne reproduisent pas les atteintes neurologiques observées chez 1’homme

(Katyal et McKinnon, 2008).

Des mutations dans le géne ATR sont également a ’origine de plusieurs troubles du
développement du cerveau, appelé syndrome de Seckel (O’Driscoll et Jeggo, 2008). Il est
caractérise par des retards de croissance, une microcéphalie et des retards mentaux. Chez la
souris, la déficience d’ATR entraine une 1étalité embryonnaire précoce (avant E7,5), due a une

apoptose massive déclenchée par une perte de I’intégrité génomique (Brown et Baltimore et coll.,
2000).
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1.4.1.2 Conséquences neurologiques d’un défaut de réparation
des CDB

Les atteintes neurologiques causées par des défauts de réparation de ’ADN sont
essentiellement associées a des mutations au niveau des facteurs de la voie NHEJ. Les patients
avec des mutations hypomorphes de Ligase IV (O’Driscoll et coll., 2001 ; Altmann et coll.,
2016), DNA-PKcs (Woodbine et coll., 2013) ou XLF (Buck et coll., 2006) présentent un retard
de croissance, associé a une microcéphalie séveére et des difficultés cognitives (O’ Driscoll et coll.,
2001 ; Altmann et coll., 2016). En plus des données issues des syndromes humains, 1I’importance
de la voie NHEJ dans le développement neural a été démontrée dans des modéles de souris
transgéniques déficientes pour des facteurs impliqués dans la voie NHEJ. Par exemple, une
déficience de XRCC4 ou de la Ligase IV entraine une létalité embryonnaire due a une
neurogeneése défectueuse se traduisant par une apoptose neuronale massive (Gao et coll., 1998).
Les souris déficientes pour Ku70/Ku80 sont viables mais présentent une apoptose neuronale
élevée, qui reste malgré tout moins sévere que celle associée a la déficience de XRCC4 et Ligase
IV (Gu et coll., 1999). Cependant, les souris déficientes pour DNA-PKcs (Taccioli et coll., 1998 ;
Gao et coll., 1998) ne présentent pas d’anomalies neurologiques, tandis que I’activité DNA-PKcs

est primordiale pour le développement neural chez I’homme (Woodbine et coll., 2013).

Chez I’homme, la déficience d’XLF est a 1’origine d’une forme de SCID (Severe
Combined Immuno Deficiency) marquée par une lymphopénie B et T sévere. Les patients
présentent un retard de croissance, une microcéphalie et une sensibilité cellulaire accrue aux
rayonnements ionisants (Buck et coll., 2006). Les souris déficientes pour XLF manifestent une
immunodéficience légeére (Li et coll., 2008). Cependant, les données actuelles ne montrent pas

d’anomalies neurologiques trés marquées.

1.4.2 Conséquences neurologiques d’une irradiation du cerveau en
développement

L’impact des radiations ionisantes sur le développement du cerveau varie
considérablement en fonction de la dose et du stade de développement au moment de
I’exposition. Le cerveau en développement est extrémement radiosensible (Schull et Otake,

1999), particuliérement si I’exposition a eu lieu au cours des premiéres phases du développement,
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a savoir entre les semaines 8 et 25 de la gestation chez ’homme, ce qui correspond aux jours
embryonnaires E11 a E17 chez la souris (Verreet et coll., 2016). Cette période coincide avec le
pic de prolifération et de différenciation des progéniteurs neuraux au niveau des zones

neurogéniques du cerveau embryonnaire.

Les premiers effets radio-induits se manifestent au niveau cellulaire et se traduisent par
des dommages de I’ADN, des perturbations de la prolifération et de la différenciation cellulaire.
Plus tard dans le développement, d’autres effets se manifestent et impliquent la génération
d'anomalies structurelles conduisant a des dysfonctionnements cognitifs (Verheyde et
Benotmane, 2006).

1.4.2.1 Effets cellulaires immédiats d'une irradiation prénatale

1.4.2.1.1Les CDB radio-induites et arréts du cycle
cellulaire

La sensibilité du cerveau embryonnaire aux radiations ionisantes est liée a ’abondance
des cellules souches et progéniteurs neuraux en prolifération (Fukuda et coll., 2005). En effet, il
a été montré que les radiations sont plus néfastes sur les cellules ayant une activité mitotique
importante. Par conséquent, les cellules souches en division sont généralement plus

radiosensibles que les cellules différentiées (Bolus, 2017).

Les CDB sont une conséquence immédiate d’une irradiation cérébrale, elles sont induites
d’une fagon dose-dépendante et statistiquement significative a partir d’une dose de 10 mGy dans
la zone intermédiaire du cortex d’un embryon de souris a E13,5 (Saha 2014) (Tableau 4). Les
CDB sont générées de maniére homogéne dans tout le cortex irradié. En effet, 1 heure post
irradiation, le nombre de foci y-H2AX, signalant les CDB, est identique entre les zones
neurogéniques (VZ et ZSV) contenant les CSPN et la plaque corticale contenant les neurones
différentiés (Nowak et coll., 2006). Cependant, les CDB sont plus rapidement réparées dans les
neurones post-mitotiques que dans les CSPN de la ZV et de la ZSV. Cette différence de cinétique
de réparation des CDB est liée au mécanisme de réparation préponderant dans chaque type
cellulaire. En effet, la voie NHEJ qui est majoritaire dans les neurones différenciés (lyama et

Wilson, 2013) est plus rapide que la voie HR (Mao et coll., 2008). La vitesse de réparation des
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CDB dépend également de la dose administrée. En effet, dans la zone intermédiaire du cortex,
aprés une exposition a des faibles doses (jusqu'a 50 mGy), les CDB persistent plus longtemps
que celles induites par une dose de 100 mGy. Cela est en corrélation avec la réduction de la
capacité de réparation observée aprés exposition a de faibles doses de radiations (Rothkamm et
Lobrich, 2003). Ces résultats présentent toutefois un intérét particulier pour la compréhension
des effets des faibles doses, devenue indispensable compte tenu de l'utilisation croissante des

procédures diagnostiques a faible dose dans la pratique médicale.

Stade | 1cMPS post- Dose Effets
irradiation
0,01-0,1 <1 , .
lh Gy Dommage a I’ADN d’une fagon dose-dépendante
E13,5
6h 01G Plus forte diminution des foci de dommage a I’ADN
4Ny par rapport aux faibles doses (0,01-0,05 Gy)
Dommage a I’ADN d’une fagcon dose-dépendante
0,1- 0,5 (2-3 foci/cellule)
1h Gy 0,1 Gy : arrét partiel en G2/M, 4-6 CDB en G2.
0,5 Gy : arrét total en G2/M
2 Gy Tres large induction de dommages a I’ADN
E14,5 4h 2 Gy Reprise de la mitose
6h 05G Reprise de la mitose avec 67% de cellules en
~ Ny mitoses présentant des foci de CDB.
24 h G Réparation totale des dommages a I’ADN, plus
y lentement chez les progéniteurs VZ / SVZ

Tableau 4 : Dommages a I'"ADN radio-induits et cinétique de réparation dans le cortex
murin en développement (adapté de Verreet et coll., 2016).

L'exposition aux radiations ionisantes entraine également un arrét du cycle cellulaire des
CSPN afin de permettre la réparation des dommages de I’ADN. Cet arrét est dépendant de la
dose administrée. En effet, il a été montré qu’une irradiation a 0,5 Gy provoquait un
ralentissement du cycle cellulaire, contrairement a la dose de 0,1Gy, ce qui justifie la persistance
des CDB induites par les faibles doses d’irradiation (Gatz et coll., 2011). Contrairement au
modeéle classique de réponse aux CDB, les CSPN du cortex en développement activent

essentiellement les points de contrdle intra-S et G2/M, mais de maniere inattendue, n'initient pas
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une activation détectable du point de contréle G1/S, indiquant que ce dernier n'intervient pas
dans le choix entre la réparation ou I'élimination des cellules endommagées (Roque et coll.,
2012 ; Etienne et coll., 2012).

1.4.2.1.2 Apoptose radio-induite

L’irradiation du cerveau en développement provoque une apoptose étendue dans le
cortex. Cependant, I’intensité de I’apoptose varie considérablement en fonction de la dose, de la
zone et du stade du développement (Verreet et coll., 2016) (Tableau 5). Chez la souris, les CSPN
de la ZV/ZSV sont extrémement sensibles a 1’apoptose radio-induite entre E13,5 et E16,5
(Hoshino et Kameyama, 1988 ; Hoshino et coll., 1991). A E14.5, de faibles doses d’irradiation
(de I’ordre de 50 mGy) sont capables d’induire une apoptose détectable dans le cortex (Gatz et
coll., 2011). En revanche, I'apoptose est rarement activée dans le cerveau adulte, méme apres une
exposition a 10 Gy (Saha et coll., 2014).

La radiosensibilité des CSPN par rapport a celle des neurones post-mitotiques semble étre
liée également a une plus forte apoptose radio-induite (Nowak et coll., 2006). En effet, les CSPN
de la ZV/ZSV montrent une activation rapide d’apoptose, 3 a 6h aprés I’irradiation. Tandis que
les neurones de la plaque corticale montrent une augmentation significative d’apoptose

seulement a 24h post-irradiation (Nowak et coll., 2006 ; Gatz et coll., 2011).

L’apoptose radio-induite semble étre une conséquence des CDB non réparées (Frappart
et McKinnon, 2008). Ainsi, la forte sensibilité des CSPN a I’apoptose radio-induite pourrait étre
liée a leur cinétique de réparation des CDB, plus lente que celle des neurones différenciés.
L’initiation de I’apoptose radio-induite dans les neurones différenciés implique les protéines
ATM et P53. En revanche, I’apoptose des progéniteurs neuraux nécessite la protéine P53, mais
pas toujours ATM (Lee et coll., 2001). En effet, la déficience d’ATM n'empéche pas 1'apoptose

radio-induite dans les progéniteurs de la ZV (Lee et coll., 2001).
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Stade Temps post- Dose Effets
irradiation
E1l1 24 h 1 Gy Apoptose principalement limitée a la PC
E12,5 4h 14 Gy Apoptose généralisée, dépendante d’ATM
E12- 6h 1 G Réduction de la viabilité cellulaire (50%),
E13 y dépendante de la caspase 9
i Large apoptose, principalement limitée a
E13,5
1,5-3 Gy Apoptose généralisée, dose-dépendante
48h 12G Augmentation dose-dépendante de 1’apoptose,
y et graduelle de la ZV (forte) a la ZI (faible)
0,05-0,1 Gy | Apoptose modérée, spécialement dans ZV/ZSV
3-4h ’G Radiosensibilité des cellules en G2/M,
Y dépendante de P21
E14,5 6 h 0,5 Gy >1% d’apoptose, majoritairement en ZV/ZSV
Apoptose réduite dans la ZV/ZSV
>
14h 20,1 Gy Apoptose dans la ZI, due aux CDB persistantes
Apoptose dans la ZV/ZSV
24 h 2 Gy Pic d’apoptose dans la ZI
Augmentation d’apoptose dans la PC
3h 0,5 Gy 60% d’apoptose en ZSV, 25% en ZI+PC
E15- 4t 14 Gy i:pzogi;)se généralisée, dépendante d’ATM dans
E15,5
Apoptose graduelle dans les couches
24h 0,5 Gy superficielles, 70% en ZI+PC
E17 Ah+04h 0,1-0,2 Gy | Apoptose dans la ZV/ZSV + ZI1, (4h = 2_4h)
0,4 Gy Apoptose dans ZV/ZSV + Z1 + PC (4h = 24h)

Tableau 5 : Apoptose radio-induite dans le cortex murin en développement (adapté de
Verreet et coll., 2016).

Une augmentation de I’apoptose au niveau du cerveau en développement a été également
décrite aprés une exposition a une irradiation béta issue de molécules tritiées. En effet, une
injection intrapéritonéale d’eau tritiée dans des souris gestantes a induit une augmentation

significative de I’apoptose dans le cerveau des embryons, 24h aprés 1’injection (Wang et coll.,
1999).
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1.4.2.2 Effets a long terme d'une irradiation prénatale

1.4.2.2.1 Conséquences sur la structure du cerveau

Une exposition prénatale aux radiations ionisantes est associée au développement de
plusieurs anomalies structurelles du cerveau, notamment une réduction significative de sa taille,
en fonction de la dose et du stade de développement au moment de I'exposition (Schull et Otake,
1999 ; Yang et coll., 2017). Chez I’homme, des microcéphalies ont été rapportées chez des
individus exposés lors de leur développement feetal aux radiations issues des bombardements
atomiques d'Hiroshima et Nagasaki (Otake et Schull, 1984 ; Yamazaki et Schull, 1990), ainsi que
de I’accident nucléaire de Tchernobyl (Wertelecki, 2010). De plus, des études expérimentales
chez le rongeur ont démontré qu’une irradiation prénatale induit des malformations cérébrales,
dont la sévérité dépend de la dose, du type d’irradiation et du stade du développement. Une
réduction significative du poids et de la taille du cerveau commence a se manifester avec une
dose de 0,1 Gy a E11,5 (Devi et coll., 1994). Une irradiation béta a été également associée avec
le développement de malformations cérébrales. En effet, une contamination a I’eau tritiée de
souris gestantes a conduit a une réduction de la taille du cerveau des portées, observée a 1’age de
2 mois pour une dose totale absorbée de 0,4 Gy (Sun et coll., 1997). Une contamination prolongée
a D’eau tritiée sur 5 générations de rats a induit également le développement d’anomalies
cérébrales, dont la sévérité est plus prononcée dans la 5™ génération que les précédentes
(Zamenhof et van Marthens,1981).

1.4.2.2.2 Conséquences sur les fonctions cognitives

Les atteintes neurologiques induites par une irradiation prénatale peuvent entrainer des
altérations psychomotrices aprées la naissance (Schull et Otake, 1999). En effet, des mesures de
fonctions cognitives montrent 1’apparition d’un retard mental sévére, une baisse du quotient
intellectuel (QI) et des performances scolaires chez les enfants de femmes enceintes irradiées par
les bombes d’Hiroshima et de Nagasaki (Dunn et coll., 1990).

Des altérations psychomotrices ont été également décrites chez le rongeur irradié durant

le développement prénatal. Une irradiation-y d’embryons de rats a E15, avec des doses allant de

0,25 a 1,25 Gy a induit des changements comportementaux d’une fagon dose-dépendante (Kimler
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et Norton, 1988). De plus, a E12,5 une contamination a I’eau tritiée donnant une dose totale
d’irradiation estimée a 0,071 ; 0,1 et 0,213 Gy a provoqué des altérations cognitives et motrices
de facon dose-dépendante, notamment des deéfauts de coordination avec une baisse des

performances d’apprentissage et de mémoire (Gao et coll., 2002).

1.4.3 Les CDB : vecteur de diversité neuronale

Dans certains types cellulaires comme les lymphocytes, 1’induction de cassures de I’ADN
et la variabilité des produits de réparation contribuent a la diversité des genes codant pour les
récepteurs d’antigénes (Jackson 1995). Récemment, plusieurs travaux de recherche ont étudié
I’existence d’un tel mécanisme dans la génération de la diversité neuronale (Weissman et Gage,
2016). En effet, il a été montré que les neurones matures abritent de nombreuses altérations
génomiques mediées par des clusters de CDB, proposées pour promouvoir la diversité neuronale
(McConnell et coll., 2013 et 2017 ; Alt et Schwer, 2018). Ces altérations génomiques peuvent
survenir lors de la division des progéniteurs neuraux et se transmettent aux neurones post-
mitotiques. La diversité des neurones ainsi générée joue un rdle important dans la physiologie
neuronale tout comme dans I’étiologie des troubles neuropsychiatriques (McConnell et coll.,

2017).

Les mécanismes par lesquels les altérations génomiques conduisent a la diversité
neuronale restent mal connus (Alt et Schwer, 2018). Dans I’article de Pei-Chi WEI paru en 2016
dans la revue « Cell », les chercheurs du laboratoire de Frederick W. ALT ont étudié si I’absence
de protéines de réparation des CDB dans les CSPN leur permettrait de localiser des séquences
d’ADN sujettes a des CDB récurrentes. Pour cela, ils ont développé une technologie de
séquencage haut débit, permettant la détection de translocations a 1’échelle du génome (High
Throughput, Genome-wide, Translocation Sequencing, HTGTS). En combinant les déficiences
de la protéine XRCC4 (impliquée dans le mécanisme NHEJ) et de la protéine P53 pour éviter la
mort cellulaire, ils permettent aux cassures d'’ADN de persister, facilitant leur localisation et leur
quantification. Ainsi, ils ont pu déterminer si les CDB étaient aléatoires ou survenues dans des
genes spécifiques. Cette étude a permis 1’identification de 27 clusters récurrents de CDB, dont la
grande majorité se trouve dans des génes longs, transcrits et tardivement répliqués (Figure 20).
Ces geénes sont impliques essentiellement dans I'adhésion des cellules neuronales et les fonctions

synaptiques. Des altérations génomiques au niveau des genes abritant ces clusters récurrents de

55



CDB sont associées a plusieurs désordres neuropsychiatriques et au développement de cancers

du cerveau comme les glioblastomes (Wei et coll., 2016).

Site des
amorces
de CDB » Chr12,» Chr15,» Chr16

O Cancer
O Désordre neuropsychiatrique
Qz0 Adhésion cellulaire O Réplication tardive

Synaptogeneése

Figure 20 : Identification de longs genes abritant des clusters récurrents

de CDB dans les CSPN (adapté de Wei et coll., 2016).

Une étude plus récente, réalisée par la méme équipe, a permis d’améliorer la résolution

de la technique HTGTS. En introduisant des amorces de CDB dans les chromosomes des CSPN

de souris par la technique de CRISPER/Cas9, le laboratoire de F. Alt a confirmé 1’existence des

27 clusters de CDB précédemment décrit et a identifié 86 nouveaux clusters répartis sur le

génome (Wei et coll., 2018) (Figure 21).
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Figure 21 : Identification des clusters de CDB aprés introduction d’amorces de CDB
par la techniqgue CRISPR/Cas9 (Wei et coll., 2018).

Carte illustrant les 19 autosomes murins et le chromosome X (barres grises), I’emplacement
des 20 amorces de CDB (fleches bleue). Les symboles horizontaux marquent les
emplacements des clusters de CDB dans le génome des CSPN murins.

Plusieurs clusters de CDB ont été également identifiés sans induction de stress de

réplication, ce qui indique que le stress de réplication ne fait qu’augmenter un processus

endogene préesent dans les NSPC (Wei et coll., 2018).

L’ensemble de ces résultats suggere le role des CDB, générés dans les CSPN et les

neurones matures, dans la physiologie cérébrale, le vieillissement, le cancer, les troubles

psychiatriques et neurodégenératifs (Wei et coll., 2016 et 2018).
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2. OBJECTIFS
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Le développement du cerveau est un processus complexe, qui implique la prolifération et
la différenciation de différents types de cellules souches et progéniteurs neuraux (CSPN) (Gotz
et coll., 2016 ; Beattie et Hippenmeyer, 2017). Cela nécessite un maintien strict de leur stabilité
génétique, car I’accumulation de 1ésions d’ADN dans les CSPN conduit au développement de
plusieurs pathologies neurodéveloppementales, déja décrites chez les patients présentant des
déficits des systémes de réparation de I’ADN (Abugable et coll., 2019 ; Mackinnon et coll., 2017)
ainsi que chez les individus exposés a un stress génotoxique comme les radiations ionisantes
(Otake et Schull, 1998). En revanche, des études récentes ont identifié plusieurs altérations qui
surviennent dans les CSPN au cours du développement et qui contribueraient a la génération de
la diversité neuronale du cerveau (Wei et coll., 2015 et 2018 ; Alt et Schwer, 2018). Ainsi, une
meilleure caractérisation de la maintenance de I’intégrité génétique dans les CSPN contribuera a

une meilleure compréhension de la physiopathologie du cerveau.

L’objectif principal de mon projet thése était d’étudier la maintenance de la stabilité
chromosomique des CSPN, au cours du développement et apres une exposition a un stress radiatif
aigu ou chronique. Les cassures doubles-brin (CDB) sont les dommages a ’ADN les plus
déléteres, qui sont réparés par deux voies principales, la recombinaison homologue (HR) ou la
jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ). Nous nous sommes particulierement intéresses
au role de la voie NHEJ dans le maintien de I’intégrité génétique des CSPN, au cours du

développement et en réponse aux stress radiatifs.

e Caractérisation de I’instabilité chromosomique des CSPN dans le cerveau embryonnaire

des souris déficientes pour XLF

Dans un premier temps, j’ai participé a un projet visant a étudier les conséquences d’une
déficience de la protéine XLF, composante de la voie NHEJ, sur le développement embryonnaire
du cerveau murin et ses répercussions neurocognitives chez la souris adulte (Article 1 en cours
de re-soumission). Notre but était de caractériser 1’instabilité chromosomique des CSPN du
cerveau embryonnaire. Pour cela, nous avons développé un protocole permettant d’obtenir des
chromosomes métaphasiques de CSPN ex-vivo, directement isolés du cortex embryonnaire

murin, sans etape préalable de culture des cellules.
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e Comparaison de I’instabilité chromosomique des CSPN et des MEF in vitro, en réponse

a un stress radiatif aigu ou chronique

Les grandes capacités d’autorenouvélement et/ou de pluripotence des cellules souches
suggérent qu'elles peuvent réagir differemment aux dommages a I'ADN par rapport a leur
progéniture différenciée ou a d’autres cellules somatiques non-souches. En effet, plusieurs études
ont démontré que les cellules souches embryonnaires et adultes sont dotées d une réponse robuste
aux dommages de I'ADN, leur permettant de mieux les réparer et d'éviter leur transmission aux
cellules filles (Zou et coll., 2012 ; Lan et coll., 2012 ; Wyles et coll., 2014, Vitale et coll., 2017,
Mandal et coll., 2011). La plupart de ces études sont basées sur 1’utilisation de méthodes comme
la quantification des foyers de réparation des dommages a I’ADN, ne permettant donc pas de
caractériser D’instabilité génétique générée. De plus, les effets rapportés concernent
essentiellement I’exposition a un stress génotoxique aigu et ne dressent pas les conséquences
d’une exposition a un stress chronique, ce qui est nécessaire dans le contexte du développement

du cerveau.

Nous avons utilisé une approche de cytogenétique moléculaire afin de comparer la
maintenance de la stabilité chromosomique apres un stress génotoxique aigu (radiation y) ou
chronique (incorporation de la thymidine tritiée dans I’ADN révelée par autoradiographie
cellulaire). Afin de détecter une éventuelle spécificité de réponse dans les CSPN, nous avons
comparé I’instabilité chromosomique des CSPN et celle des fibroblastes embryonnaires murins
(MEF), un type cellulaire non-souche et proliférant. Des CSPN et MEF isolés d’embryons de
souris déficientes pour XLF ont été également caractérisés afin de comparer le réle d’XLF dans

le maintien de la stabilité chromosomique des CSPN et des MEF.

e Optimisation de ’autoradiographie et application aux matériaux tritiés

Parallélement a ce travail, nous avons cherché a optimiser la sensibilité et la résolution de
I’autoradiographie a I’aide de nouvelles émulsions plus radiosensibles, qui devaient faciliter
I’étude de tres faibles concentrations de thymidine tritiée. D’autre part, le tritium est ’'un des
combustibles de la réaction de fusion qui sera utilisé dans le réacteur du tokamak ITER
(International Thermonuclear Experimental Reactor) en cours de construction dans le sud de la

France, ce qui souléve la question de son piégeage dans les parois du réacteur. Nous avons donc

60



travaillé sur la mise au point d’un protocole d’autoradiographie, permettant de préciser la
localisation du tritium dans des matériaux modeles, notamment des plaques de tungsténe qui sont

choisie pour recouvrir les parois de la chambre a vide d’ITER.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS
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3.1 Caractérisation de I’instabilité chromosomique des CSPN dans le
cerveau embryonnaire des souris déficientes pour XLF

Article 1
Impaired brain development and behavior of XIf null mice linked

to chromosome instability-induced premature neurogenesis

Amandine Bery, Olivier Etienne, Elodie A. Pérés, Sofiane Mokrani, Christine Granotier-
Beckers, Antony Laugeray, Chantal Desmaze, Laurent R Gauthier, Marion Martin, Fawzi

Boumezbeur, Vincent Abramovski, Stéphane Mortaud, Jean-Pierre de Villartay, Denis Le
Bihan, Arnaud Menuet, Francois D. Boussin

En cours de re-soumission
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3.1.1 Mise au point d’un protocole d’obtention de métaphase de
CSPN ex vivo

Afin d’évaluer les conséquences de la déficience d’XLF sur la stabilité génétique des
progeniteurs neuraux dans le cerveau embryonnaire au plus proche des conditions
physiologiques, nous avons développé un protocole permettant 1’obtention ex vivo des
chromosomes meétaphasiques des CSPN, directement apres dissociation du cortex
embryonnaire, sans étape de culture préalable. Cette méthodologie permet l’analyse de
I’instabilité chromosomique au plus pres des conditions in vivo, en évitant les dommages a
I’ADN qui peuvent étre génerés par la culture cellulaire, qui pourrait également favoriser

I’entrée en mitose de cellules dont la progression du cycle cellulaire aurait été bloquée in vivo.

L'analyse cytogénétique permet de détecter l'instabilité chromosomique et les
remaniements chromosomiques a 1’origine des troubles génétiques et/ou des cancers (Kalakan
et coll., 2017 ; Harrison et Secker-Walker, 1998). Parmi les techniques de cytogénétique les
plus classiques, la simple coloration au Giemsa permet de compter et de classer les
chromosomes en fonction de leur taille et de leur indice centromérique. Tandis que des
méthodes de marquage dite « banding » révelent une alternance de bandes transversales
faiblement ou fortement colorées en fonction de la condensation de la chromatine, spécifique
de chaque paire chromosomique. Par la suite, le développement de méthodes de cytogénétique
moléculaire telles que ’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et I’hybridation génomique
comparative (CGH) a conduit a une meilleure résolution, permettant la détection de
remaniements chromosomiques plus fins (Bridge, 2008). La qualité des étalements de
chromosomes est absolument essentielle : les chromosomes doivent étre bien étalés, et exempts

de membranes cytoplasmiques.

L’obtention directe des chromosomes métaphasiques, sans étape de culture in vitro, a
été déja décrite, notamment a partir de prélévements de villosités choriales ou de tissu tumoral
(Simoni et coll., 1983 ; Xiao et coll., 1989 ; Morais et coll., 2015). Cependant, cette procédure
présente des inconvénients techniques, comme le faible nombre de métaphases obtenus, ce qui

limite son utilisation aux tissus avec un index mitotique élevé. De plus, la morphologie des
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chromosomes obtenus est souvent trés altérée et ne permet pas une analyse fiable (Morais et
coll., 2015).

Le protocole standard d’obtention de chromosomes métaphasiques implique le blocage
des cellules au stade de la métaphase, en utilisant un dérivé de colchique (colchicine ou
colcémide) qui empéche la polymérisation de la tubuline et donc la formation du fuseau
mitotique. Les cellules sont ensuite traitées avec une solution hypotonique, ce qui entraine leur
gonflement par différence de pression osmotique et la fragilisation des membranes
cytoplasmiques et nucléaires. Les cellules sont conservées dans un fixateur chimique, par
exemple un mélange d’éthanol et d’acide acétique. Les premicres gouttes du mélange
éthanol/acide acétique doivent étre ajoutées tout en agitant la suspension cellulaire. La derniére
étape consiste a étaler la suspension de cellules sur une lame de verre. Cette étape est essentielle
pour obtenir un éclatement des cellules et un étalement approprié des chromosomes. En effet,
la lame doit étre humide, froide et inclinée pour assurer une meilleure dispersion des
chromosomes. Une température de 25°C et une humidité d’environ 50 % sont également

importantes pour assurer un séchage adéquat des lames.

Afin de mettre au point un protocole d’obtention directe des chromosomes
métaphasiques & partir du cortex embryonnaire, nous avons optimisé chacune des étapes du
protocole standard (Tableau 6). Nous avons comparé : I’utilisation de différents poisons du
fuseau mitotique (Colchicine ou colcémide), différentes conditions de dissociation des cellules,

différentes solutions hypotoniques et différents fixateurs.
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Résultat

Etape Ajustement Nombre de Qualité de
métaphases I’étalement
Colchicine (20 pg), injection intra-
e ) ++ +
péritonéale, 2h avant sacrifice
‘ Colcémide (20 pg), injection intra- . i
Poison du péritonéale, 2h avant sacrifice
fuseau ) ..
mitotique Incubation Sles (':ellul'es.avec colchicine i n
apres dissociation (1h)
Sans traitement +++ +++
+++ +
Milieu de PBS
dissociation PBS+Glucose (0.6%) o wi
Type de Enzymatique (Collagénase-DNase) + +
dissociation Mécanique P1000 -+ -t
KCL (0,075M) N N
20 min a 37°C
Solution Citrate de ‘soSl1um 0,6 % . N
h . 10 min a 37°C
ypotonique
KCL a 0,075M (1V) / SVF dilué au
1/6 (1V) +++ R
20 min a 37°C
Meéthanol (3V) — Acide acétique i i
L glacial (1V)
Fixation
Ethanol (3V) - Acide acétique (1V) +++ +++

Tableau 6 : Récapitulatif des tests réalisés et des résultats de I’optimisation du
protocole d’obtention des chromosomes métaphasiques ex-vivo des CSPN
isolés a partir du cortex cérébral d’embryons de souris a E14,5.

Bien que [’utilisation d’un poison du fuseau mitotique soit tres répandue en

cytogénétique, nos résultats montrent que 1’utilisation de colchicine ou de colcémide (injection

péritonéale chez la souris gestante ou traitement des CSPN isolés) a conduit a une réduction

significative du nombre de métaphases (Figure 22A) et une agglutination des chromosomes

(Figure 22B).
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Figure 22 : Comparaison des étalements de chromosomes métaphasiques ex-
vivo, avec ou sans utilisation de colchicine.

En ce qui concerne le choc hypotonique, 1’utilisation de la solution de chlorure de
potassium (KCL) a 0,075M mélangée avec du sérum de veau feetal (SVF) dilué au 1/6 a permis
d’améliorer la qualité des étalements par rapport a 1’utilisation d’une solution de chlorure de

potassium a 0,075M pur ou de citrate de sodium a 0,6%.

Ainsi, nous avons identifi¢ les conditions les plus optimales permettant 1’obtention de
chromosomes métaphasiques ex vivo : une dissociation mécanique du cortex des embryons sans
injection préalable de colchicine chez la mére gestante, une incubation pendant 20 min dans
une solution de KCL a 0,075M mélangée avec du SVF dilué au 1/6, une fixation des cellules
dans un mélange d’éthanol-acide acétique (3V-1V) et enfin un étalement des cellules sur des
lames de verre.

Ces conditions permettent 1’obtention d’un nombre suffisant de métaphases d’une
qualité satisfaisante pour permettre une meilleure détection des cassures chromatidiennes et
chromosomiques, et ainsi une analyse plus fiable de I’instabilité chromosomique des CSPN ex

vivo, directement isolés du cortex cérébral d’embryons murins.
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3.1.2 Résultats : Caractérisation de I’instabilité chromosomique des
CSPN dans le cerveau embryonnaire des souris déficientes pour
XLF

Au cours du développement embryonnaire du cerveau, les cellules souches et
progéniteurs neuraux (CSPN) proliferent, migrent et se différencient suivant un processus
hautement régulé. L’ importante phase d’amplification des CSPN au début du développement
nécessite un maintien strict de leur stabilité genétique. En effet, divers troubles
neurocomportementaux sont observés chez des individus présentant des syndromes
héréditaires, caractérisés par une réponse défectueuse aux dommages a I’ADN (Abugable et

coll., 2019, Barzilai et coll., 2008 ; McKinnon et coll., 2013 et 2017).

La jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ) est considérée comme la voie
majeure de réparation des CDB, en raison de sa capacité a intervenir pendant toutes les phases
du cycle cellulaire (Change et coll., 2017). L’importance de la voie NHEJ dans le
développement du cerveau a été clairement démontrée chez les souris déficientes pour certains
facteurs de ce mécanisme, tels que la ligase IV et XRCC4, dont les déficiences complétes
conduisent a une létalité embryonnaire a cause d’une apoptose neuronale massive (Gao et coll.,
1998 ; Barnes et coll., 1998). De plus, les déficiences de Ku70 et Ku80, autres facteurs de la
voie NHEJ, conduisent également a un défaut de neurogenése, mais qui semble moins grave
que celui induit par la déficience de XRCC4 ou Ligase IV (Ferguson et coll., 2001). XRCC4-
like factor (XLF) (aussi appelée Cernunnos) est un composant du complexe de ligature lors de
la NHEJ (Ahnesorg et coll., 2006 ; Buck et coll., 2006). Les patients porteurs d’une mutation
du géne XLF présentent une immunodéficience (lymphopénie des cellules T et B), une
microcéphalie et une sensibilité aux radiations ionisantes (Dai et coll., 2003 ; Yazsani et coll.,
2017).

Contrairement aux souris déficientes pour XRCC4 et ligase 1V, les souris déficientes
pour XLF sont viables et présentent une légére immunodéficience (Li et coll., 2008). En
revanche, aucune altération évidente du cerveau en développement n’a été signalée a ce jour
(Li et coll., 2008 ; Balmus et coll., 2016). Dans ce projet, nous nous sommes donc intéresses
plus précisément a 1’étude des conséquences de la déficience d’XLF sur le développement du

cerveau murin et les fonctions cérébrales de la souris adulte.
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o Faible induction d’apoptose dans les progéniteurs neuraux XIf-/- du cerveau

embryonnaire

Dans un premier temps, nous avons montré une augmentation, légére mais significative,
de I’apoptose dans les différentes régions du cerveau embryonnaire et post-natal des souris XIf-
/-. Cette apoptose a été observée au début de la corticogenése (E11/E12) dans les zones
prolifératives (ZV et ZSV) et affectant donc les progéniteurs neuraux, puis a E13 dans la ZI et
la PC, contenant les neurones post-mitotiques. Un marquage EdU/BrdU a confirmé que plus de
60% des cellules apoptotiques a E11,5 correspondent aux progéniteurs neuraux cyclants, qui
sont entrés en apoptose durant les phases S/G2/M. Il est important de noter que 1’apoptose
associée a la déficience d’XLF est trés marginale par rapport a I’apoptose massive rapportée
suite a la déficience de la ligase 1V et XRCC4, qui concerne essentiellement les neurones post-
mitotiques (Gao et coll., 1998, Orii et coll., 2006).

En revanche, une irradiation in utero des embryons au stade E14,5 a la faible dose de
10 mGy (supposee induire 0,2 & 0,3 CDB par cellules) est capable d’induire une plus forte
augmentation d’apoptose dans le cortex des embryons XIf-/- par rapport aux embryons wt

irradiés, ce qui montre leur radiosensibilite.

. Augmentation de I’instabilité chromosomique dans les progéniteurs neuraux XIf-/-

D’une fagon intéressante, I’instabilité chromosomique détectée par Telo-FISH dans les
métaphases wt est plus élevée pendant les premiers stades du développement (18% des
métaphases présentent des aberrations chromosomiques a E12,5 vs 6% a E14,5). En accord
avec le role d’XIf dans la réparation des CDB par NHEJ, I’instabilit¢ chromosomique est
significativement augmentée dans les métaphases XIf-/- par rapport aux métaphases wt
controles, et ce a partir de E13,5 (35% des métaphases présentent des aberrations
chromosomiques pour XIf-/- vs 18% pour wt). Les aberrations chromosomiques détectées dans
les métaphases wt et XIf-/- sont essentiellement des cassures chromatidiennes qui sont générées
par les CDB survenues apres replication en S ou G2. Ces résultats sont en accord avec la récente
identification de clusters récurrents de CDB au niveau des CSPN (Wei et coll., 2016 et 2018).
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o Neurogenése prématurée dans les souris XIf-/-

Nous avons constaté une réduction de I'épaisseur du cortex et de la longueur des
ventricules cérébraux des embryons Xlf-/-. La faible induction d’apoptose précédemment
détectée dans les embryons XIf-/- ne pouvant pas expliquer a elle seule ces altérations
structurelles du cerveau, nous avons cherché a caractériser les conséquences de la déficience
d’XLF sur I’expansion et la différenciation des CSPN. Ainsi :

- L’immunomarquage des figures mitotiques par la détection de la phosphorylation de
I’histone H3 a révélé une diminution du nombre de cellules de la glie radiaire (CGR)
apicales en mitose dans le cerveau des embryons XIf-/- par rapport aux embryons wt.

- L’analyse de ’orientation du plan de clivage des CGR mitotiques a ensuite montré un
revirement précoce du mode de division symétrique, prolifératif (plan verticale) vers un
mode de division asymétrique, neurogénique (plan horizontale).

- L’immunomarquage a 1’aide de marqueurs spécifiques (Pax6, Tbrl et Tbr2) des
différents types cellulaires présents dans le cerveau embryonnaire a différents stades de
développement a montré une diminution du nombre des CGR (aux stades E13,5 et
E14,5) conduisant a une réduction du nombre de neurones matures au stade plus tardif
du développement (E15,5).

- Enfin, a E13,5 I’¢lectroporation du vecteur d’expression de la GFP dans les CSPN en
VZ-SVZ a permis de suivre leur destin dans le cerveau en développement et a confirmé

’orientation précoce des CSPN XIf-/- vers la division neurogenique.

L’ensemble de ces résultats montre que ’instabilité chromosomique spontanée détectee
dans les progéniteurs neuraux XIf-/- a provoqué un changement de destin des CSPN en les

réorientant vers une différenciation prématurée.

o Altérations de la structure du cerveau et des fonctions cognitives des souris XIf-/-

L’immunomarquage avec des marqueurs spécifiques (Tbrl, Cuxl et Statb2) des
différentes couches corticales a révélé une altération de la topographie du cortex dans le cerveau
post-natal des souris XIf-/-. De plus, I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) a ensuite
permis de dévoiler des atteintes structurelles importantes du cerveau chez la souris adulte XIf-
/-, notamment une taille réduite du corps calleux et des modifications structurelles du cortex.

Afin d’évaluer les conséquences de la déficience d’XLF sur les fonctions cognitives du cerveau,
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nous avons réalisé plusieurs tests comportementaux, qui ont dévoilé une baisse de l'activité

exploratoire et des interactions sociales altérées chez les souris XIf-/- adultes.

Conclusion

Notre étude a dévoilé une instabilité chromosomique spontanée dans les CSPN du
cerveau embryonnaire, plus importante pendant les premiers stades du développement. La
déficience d’XLF est associée a une augmentation de 1’instabilit¢é chromosomique des
progeniteurs neuraux, conduisant a un changement de leur destin vers une neurogenese
prématurée, qui serait a I’origine des altérations neurocognitives des souris adultes. Ainsi, une
légere déficience de réparation d’ADN représenterait un facteur de risque pour le

développement de neuropathologies.
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3.1.3 Impaired brain development and behavior of XIf null mice
linked to chromosome instability-induced premature
neurogenesis (ARTICLE 1)
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Abstract

XRCC4-like factor (XLF also known as Cernunnos or NHEJ1) is a component of the
ligation complex used in classical non-homologous end joining (NHEJ), a major DNA double
strand break (DSB) repair pathway. XIf-/- mouse embryos exhibit a low deficiency in DNA
repair capacity increasing chromosome instability in expanding neural progenitors at early brain
developmental stage. Strikingly, chromosome instability does not cause a massive neuronal
apoptosis, but induces a premature neurogenesis that decreases neural progenitor expansion and
impairs brain development. Consistently, adult XIf-/- mice exhibit structural brain alterations
and impaired social behaviors and exploratory activity. Thus, a low DNA repair deficiency
inducing premature neurogenesis may be a major cause of neurobehavioral disorders such as

autism spectrum disorders (ASD).
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Introduction

Neural progenitor proliferation, migration and differentiation are strictly regulated
spatially and temporally during brain development. During early corticogenesis, the apical
progenitors, namely the radial glial cells (RGC), expand in the ventricular zone (VZ) by
symmetric divisions Zhao et coll., 2015 ; Olivieri et coll., 1984 ; Gajendiran et coll., 2001 ;
Stoilov et coll., 2007, Schwarz et coll., 2008, Nenoi et coll., 2015. Then, they predominantly
perform asymmetric neurogenic divisions: they generate a RGC to maintain the proliferative
pool, and either a neuron or an intermediate progenitor cell (IPC). The IPC migrate to an
overlying proliferating layer, the subventricular zone (SVZ), and ultimately generate a pair of
neurons that migrate through the intermediate zone (1Z) to reach the cortical plate (CP) ’.

Development and function of the nervous system depend on maintenance of genome
stability. Numerous human neurologic disorders result from defective DNA damage signaling
and repair 8. Consistently, knockout mouse models have confirmed the importance of multiple
DNA repair pathways for brain development.

Classical non-homologous end joining (cCNHEJ) is a DNA double strand break (DSB)
repair pathway performing the direct religation of broken DNA ends. DSBs may arise
spontaneously in the brain from various endogenous sources, including replicative or oxidative
stress, or associated with transcriptional activity **'. NHEJ involves the Ku70/80 heterodimer
(Ku) that binds to DNA ends and recruits the DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
(DNA-PKCcs) generating the DNA-PK holoenzyme. DNA-PK promotes synapsis of DNA ends,
enhances appropriate end processing through activation of the Artemis endo/exo-nuclease and
recruits the ligation complex made of X-ray cross-complementing protein 4 (XRCC4), DNA
ligase IV (LiglV) and XLF !2 13 NHEJ is an integral part of the V(D)J recombination
machinery, which generates a diverse antigenic repertoire during T and B cells development 4.
Human mutations in Artemis, DNA-PKcs, LIGIV, and XLF cause increased cellular
radiosensitivity consistently with the DNA repair defect, various extents of severe combined
immunodeficiency (SCID) due to defective VV(D)J recombination, and microcephaly in the case
of LiglvV and XLF deficiencies. Generally, these patients do not have profound
neurodevelopmental problems and the neurological disease is not progressive postnatally®®.
Patients with hypomorphic XRCC4 mutations do not harbor any immunological manifestations
but are characterized by major developmental anomalies including the central nervous system

leading to microcephalic primordial dwarfism (MPD) syndrome ®.Confirming the importance
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of NHEJ for brain development, complete deficiency in LIGIV and XRCC4 is lethal in utero
in mice because of an aberrant neuronal cell death 12 131720,

Contrary to Xrcc4-/- or Lig4-/- mice, XLF knock-out (XIf -/-) mice are viable with a
slightly affected immune system 2% 22 and no obvious impairment of brain development has
been reported to date 2 2. As expected from an NHEJ defect, XIf-/- murine embryonic
fibroblasts show spontaneous cytogenetic abnormalities, and are highly sensitive to ionizing
radiation 2! and to the radiomimetic drug phleomycin ?2. The mild phenotype of XIf-/- mice has
been shown to rely on compensating pathways from the ATM-dependent DNA damage
response 22" and on overlapping functions between the V(D)J recombinase protein RAG2 and
XLF in V(D)J recombination, lymphocyte development and the maintenance of genome
stability 2. Furthermore, it has been recently revealed that XLF shares one or more redundant
functions with PAXX, a recently identified NHEJ repair factor, as, unlike Paxx-/- or XIf-/-
single mutants, mice lacking both proteins died in utero with an extensive cell death in the
central nervous system, similarly to Xrcc4 -/- or Lig4 -/- mice 22,

Nevertheless, the consequences of XLF deficiency on mouse brain development have
not been fully investigated. Here we show that the low deficit in NHEJ of XIf -/- mice impairs
brain development and function by dysregulating the balance between expansion of neural
progenitors and neurogenesis, highlighting thus the importance of NHEJ for neural progenitors

at early developmental stages.

Results and Discussion

Low apoptosis and DNA repair deficiency of XIf-/- neural progenitors

We quantified spontaneous apoptosis in the developing brain of XIf-/- mice by
immunostaining of cleaved-caspase 3% (CC3 positive cells). In accordance with previous
reports 2> 2% we did not find a massive apoptosis at any developmental stages contrary to that
described in LiglV or XRCC4 embryos 173132 However, we observed a low but significant
increase of apoptosis in different regions of the XIf-/- embryonic and post-natal brain (Fig. 1a,b
and Supplementary Fig. 1a,b).

Spontaneous apoptosis peaked at E12.5 in the dorsal telencephalon of XIf-/- mice (Fig.
1a). Apoptotic cells were detected in the proliferative zones (VZ and SVZ) at early time points
of corticogenesis (E11.5 and E12.5) and in the 1Z and CP at later developmental stages (Fig.

1a), suggesting that apoptosis concerns cycling neural progenitors first, then a small fraction of
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postmitotic neurons. This strikingly differs from Xrcc4-/- or Lig4-/- embryos, as well as
Lig4Y288C mouse carrying a homozygous, hypomorphic mutation (Y288C) in LIGIV, in which
most apoptosis occurs in post-mitotic neurons within the 1Z and the CP at the peak of
neurogenesis 173133,

In order to more specifically detect the apoptotic cycling cells, pregnant mice at E11.5
were intraperitoneally injected with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) and 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU), respectively 2.5 h and 1 h before sacrifice as previously described 3* %,
Co-staining of EdU and BrdU with cleaved-caspase 3 confirmed that more than 60 % of
apoptotic cells were stained by EdU and/or BrdU and therefore correspond to neural progenitors
that entered apoptosis during S/G2/M phases (Fig. 1¢ and Supplementary Fig. 1c), including 29
% cells in early S phase (EdU(-)BrdU(+) cells). Cycling neural progenitors are known to exploit
homologous recombination (HR), the other main mechanism of DSB, as demonstrated by the
massive apoptosis of neural progenitors at early developmental stages in various HR-deficient
murine models 3. Our data evidence that NHEJ is also required to prevent apoptosis of a subset
of neural progenitors during early cortical development albeit in a much lesser extent.

We and others have shown that the embryonic mouse brain is highly radiation-sensitive
30,3438 In order to assess the DNA repair activity of XIf-/- neural cells, we exposed mouse E14.5
embryos in utero to low doses of gamma radiation (10 mGy, 50 mGy or 100 mGy; Fig. 1d).
We found a dose-dependent increase of apoptosis in the embryonic brains 4 hours after
irradiation. As expected from their NHEJ defect, we found a higher number of apoptotic cells
in the cortex of irradiated XIf-/- embryos when compared to irradiated wt controls at each dose
tested (Fig. 1d). Interestingly, apoptosis was already increased in XIf-/- embryos even after
exposure to the very low dose of 10 mGy (Fig. 1d) supposed to introduce 0.2 to 0.3 DSBs per
cell according to the current estimation *° %°, These data suggest that XIf-/- neural cells i) are
partially deficient for NHEJ, ii) that residual NHEJ allows XIf-/- neural cells to face most DSBs
that occur spontaneously during brain development contrary to mice deficient for other core
NHEJ factors, but, iii) that a low increase in the number of DSBs arising spontaneously or after
irradiation is sufficient to reach the threshold of apoptosis induction in a dose-dependent

number of XIf-/- neural cells.

Increased chromosome instability in XIf-/- neural progenitors during early developmental

stages.
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To evaluate the consequences of XLF deficiency on genome stability of neural
progenitors, we performed Telo-FISH on metaphases collected without any culture step from
the cortex of XIf-/- and wt embryos at different developmental stages (Fig. 1e). This method has
the advantage of directly reflecting the in vivo situation without introducing the bias of DNA
damage induced during cell cycle progression in vitro.

Interestingly, we found an unexpected high level of chromosome aberrations in wt
metaphases at early cortical development stages affecting approximately 18% of metaphases at
E12.5 and E13.5, whereas it concerned only around 5 % of metaphases at E14.5 and E15.5.
Chromosome instability was significantly increased in XIf-/- metaphases at E13.5 and E14.5 as
compared to wt controls, reaching around 35 % of XIf-/- metaphases at E13.5. The chromosome
aberrations found both in wt and XIf-/- metaphases were essentially chromatid-type aberrations
(ie. chromatid breaks), which are the consequences of unrepaired DNA breaks occurring during
or after replication in S or G2 phases. These data are consistent with a recent report by Wei and
colleagues #! showing a high rate of recurrent DNA breaks within large and late replicating
genes in neural stem and progenitor cells. Altogether these data suggest that a higher level of
DNA damage occurs in late S phase of neural progenitors at early developmental stages and
that NHEJ is required to repair a subset of these DNA breaks.

Premature neurogenesis in XIf-/- mice

Arai and colleagues #2 have shown that expanding progenitors have a three-fold longer
S phase compared to neural progenitors involved in neurogenic divisions. Having found that
XLF deficiency increased chromosome aberrations generated in late S phase during early
corticogenesis when RGC expand, we investigated next whether XLF deficiency affects RGC
expansion. It has been previously reported that adult XIf-/- mice are smaller than wt controls 22,
Consistently, we found that the cortex thickness and the ventricular width of XIf-/- mice
embryos remained smaller than that of wt embryos throughout fetal development
(Supplementary Fig. 2a and b). In line with the reduced cortex size, we found a lower number
of phospho-H3-positive apical mitotic figures in XIf-/- embryos from E12.5 to E14.5 in
comparison to wt embryos (Figure 2a and Supplementary Fig. 2c), showing a reduced number
of mitotic RGC.

Symmetrical versus asymmetrical division of neural progenitors not only specifies the
fate of daughter cells but also controls progenitor expansion and differentiation and eventually

cortical size 3. The orientation of the cleavage plane of mitotic RGC along the ventricular

76



surface influences the degree of asymmetry in cell division: a vertical plane is associated with
a symmetric division of RGC and a horizontal plane with an asymmetric neurogenic division
4. %5 Interestingly, we found that the angles formed by the segregation line of daughter
chromosomes and the ventricular surface, which characterized the orientation of the mitotic
cleavage planes of RGC %6, were significantly decreased in XIf-/- embryos as compared to wt
embryos at E12.5 and E13.5 (Fig. 2b). Therefore, our data suggest an earlier switch of RGC
from expansion toward neurogenic divisions in XIf-/- deficient embryos.

This was further sustained by immunostainings of Pax6, Thr2 and Thrl, that we
performed on coronal slices of embryos at different developmental stages. These nuclear
markers allow the identification of RGC (Pax6+/Tbr2-), newborn IPC (Pax6+/Thr2+), mature
IPC (Pax6-/Tbr2+) and newborn neurons (Tbrl+) in the dorsal telencephalon (Supplementary
Fig. 2d, e) #’. As shown in Fig. 2c, we found a lower number of RGC at E13.5 and E14.5 in XIf-
/- embryos as compared to wt embryos. Moreover, we also found lower numbers of newborn
IPC and newborn neurons at E15.5 in XIf-/- embryos (Fig. 2c and Supplementary Fig. 2e). These
results show that an early decrease in RGC expansion results in a decreased production of
mature neurons at later developmental stages.

In order to further demonstrate the impact of XIf deficiency on neurogenesis, we
electroporated the GFP expression vector (PEBVCAGeGFP-Bsd) into neural progenitors
present in the VZ-SVZ of E13.5 embryos to follow their fate in the developing brain 8. Twenty-
four hours after in utero electroporation, the GFP+ cells migrated farther from the ventricle
(Fig. 2d) and GFP intensity was higher in superficial layers (1Z, Supplementary Fig. 3) in XIf-
/- embryos than in wt embryos, confirming an increased trend of XIf-/- neural progenitors for
neurogenic division rather than proliferative maintenance. Interestingly, we showed that a 0.5
Gy in utero irradiation has similar effects on wt embryos (Fig. 2d), consistent with previous
reports showing that ionizing radiation induces differentiation of neural stem cells “°.
Altogether, these data indicate that the increase of chromosome instability in neural progenitors
reduced the expansion of neural progenitors in XIf-/- mice in favor of premature neurogenesis.

Gogendeau and colleagues *° have proposed that premature differentiation is an
alternative response of Drosophila neural stem cells to prevent aneuploid cells from cycling.
Premature differentiation of NSC has also been observed in a mouse model of centrosome
amplification causing highly aneuploid cells when apoptosis was inhibited °*. Here we show
that premature differentiation is also the response to an increase in chromosome aberrations in

mouse neural progenitors at early developmental stages.

77



78



XIf-/- mice exhibit structural brain alterations

We have shown that premature neuronal differentiation in embryos decreased the
expansion of XIf-/- RGC at early developmental stages and eventually reduced the amount of
mature neurons produced and the cortex size. We therefore investigated the consequences of
premature neurogenesis for cortex topographic organization in the XIf-/- postnatal brain. Radial
migration of projection neurons occurs in an age-dependent inside-out manner with early-born
neurons occupying deeper layers, whereas late-born neurons migrate past early-born neurons
to occupy superficial layers 524 We found a significant decrease in the percentages of cells
expressing Thrl (Supplementary Fig. 4a) in the deeper cortical layer (Layer V1) and of cells
expressing Cuxl1 (Supplementary Fig. 4b), a marker of cortical layer 11-1V, at post-natal day
(PND) 0 in XIf-/- pups as compared to wt controls. However, the percentage of cells expressing
Thrl or Cux1 was similar in the two genotypes at PND7, when cortex topographic organization
is achieved. In contrast, we found a persistent decrease in the percentage of cells expressing
Satbh2 (Special AT-rich sequence binding protein2), a marker of the upper layers in XIf-/- pups
(Fig. 2e, 1, 9).

We next investigated the brains of XIf-/- and wt adult mice using anatomical T>-weighted
MRI, which confirmed that the brain volume of XIf-/- was decreased by 13% compared to wt
animals (p<0.0001) (Supplementary Fig. 5a). Interestingly, we found that XIf deficiency affects
the corpus callosum, as shown by the significant decrease of its volume related to the whole
brain (p<0.01) (Fig. 3a). Water diffusion MRI was then used to probe brain microstructure
through changes in the Brownian motion of water in tissues °. The signal attenuation, S/S0,
was fitted using a kurtosis diffusion model to estimate the apparent diffusion coefficient - ADCq
and the Kurtosis, the fourth moment of the water diffusion probability distribution function °.
ADCO is considered to reflect more diffusion in the extracellular space, which also reflects the
amount of cell filling (shape and size) in tissues. The Kurtosis characterizes the degree of
deviation of the signal behavior from free (Gaussian) diffusion (K=0 for free diffusion when
the diffusion driven molecular displacements obey a Gaussian law), a marker of the
heterogeneity of the diffusion environment. Results showed an increase of ADCO value (Fig.
3b) and a drop of Kurtosis value (Fig 3c) in the corpus callosum, and conversely a significant
decrease in ADCO (Fig. 3b) associated with a reduction of Kurtosis value (Fig. 3c) in the cortex
of XIf-/- mice. These modifications were further confirmed by the synthetic ADC (SADC),
which provides an optimized balance of Gaussian and non-Gaussian diffusion, maximizing

sensitivity to tissue microstructure (Supplementary Fig. 5b, c) .
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Therefore, we conclude that XIf null mice exhibit i) structural changes in the cortex
probably reflecting a decrease in dendritic arborization of cortical neurons and ii) functional
alterations of the corpus callosum, which are likely related to a reduction of fibers of white
matter or to disruptions of fiber bundles. Satb2 has been shown to be required for the
specification of callosal projection neurons 3 °8-¢0 and for the control of dendritic arborization
of cortical upper-layer neurons. We suggest that XIf-/- brain alterations originate from the
decrease of Satb2 expression we observed in the XIf-/- post-natal brains. Altogether, our study
clearly shows that premature neurogenesis leads to significant brain alteration in XIf-/- mice,
particularly consisting in a reduced size of the corpus callosum and structural changes in the

cortex.

Behavioral impairment of XIf-/- mice

Neurodevelomental disorders such as autism have been related to a reduced size of the
corpus callosum 8% 2 Therefore, in order to assess the consequences of the functional brain
alterations detected in XIf null mice, we compared their behaviors to that of wt mice by
confronting them to several tasks.

We first tested the novel environment exploration and general locomotor activity of our
mice in the open-field exploration test 8°, XIf-/- mice did not display any difference in the
time spent in the anxiogenic center part of the open-field compared to their wt counterparts
(p=0.35; Supplementary Fig. 6a). However, XIf-/- mice showed a significant reduction of
ambulatory exploration, as indicated by the decrease of total distance they travelled during the
five-minutes trial as compared to wt mice (p<0.001, Fig. 4a), and a downward trend in time
spent rearing (p=0.06; Supplementary Fig. 6b), another exploratory behavior. Importantly, XIf-
/- and wt mice performed similarly in horizontal bars % and grip strength tests ® showing that
the decreased exploratory activity of XIf-/- mice was not due to altered motor skills
(Supplementary Fig. 6c¢, d).

With the aim of investigating the social dimension of behavior of XIf-/- mice, we
exposed them to an unknown peer and measured several behavioral endpoints indicative of
social abilities®. XIf-/- mice showed a significant decrease in time spent rearing (non-affiliative
behavior) during this social interaction task (p<0.01; Fig. 4b). As compared with the time spent
rearing in the open-field (Supplementary Fig. 6b), these data suggest that the presence of the
stranger further reduced their exploratory activity. Moreover, we found that XIf-/- mice spent

more time interacting with the stranger (affiliative behavior) in comparison to wt mice (Fig.
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4b). This was related to an increase of the time spent sniffing body parts of the peer
(Supplementary Fig. 6e), whereas the times spent in nose and anogenital sniffing remained
similar to that of wt mice (Supplementary Fig. 6f, g) % ®°. However, interestingly, minute-by-
minute analysis revealed abnormal anogenital sniffing behavior during the ethologically
relevant first minute of the test (Supplementary Fig. 6g). Altogether these data show that XIf-/-
mice behave inadequately in the context of social encounters showing social anxiety-related
behaviors during social interaction’.

To further document the impairment social skills associated with XIf deficiency, we then
investigated their voluntary initiation of social interaction and their ability to discriminate social
novelty in the three chamber sociability test "*. During the first 5 min trial of this test, mice
were first free to explore the entire 3 chamber apparatus. As previously observed with the open
field test, the XIf-/- mice travelled a shorter total distance than wt mice (p<0.001; Fig. 4c),
confirming their decreased exploratory activity. In the second trial, an unfamiliar mouse was
put under a wire cup in one side chamber (mouse 1) and an object also put under an identical
wire cup was placed in the other side chamber. Mice were left free to explore and initiate social
contacts for 5 minutes. Both XIf-/- and wt mice spent more time in the chamber containing
mouse 1 than in the chamber containing the object (Fig. 4d), showing their preference for social
interactions. Then, in the last 5 min trial, we assessed the social novelty of our mice by
introducing a novel mouse (mouse 2) in place of the object. Wt mice spent more time in the
chamber with mouse 2 than in the chamber containing the known familiar mouse 1 (p<0.01;
Fig. 4c), indicating their preference for social novelty. By contrast, XIf -/- mice did not display
any preference for the novel mouse (Fig. 4c), showing a clear deficiency for preference of social
novelty.

We have thus shown here that XIf-/- mice, which are characterized by a low deficiency
in NHEJ, exhibit significant alterations of exploratory activity and social interactions. These
mice represent therefore a new model of neurobehavioral disorders related to DNA repair
deficiency. The very low level of apoptosis observed during brain development in these mice
could not account for the effects observed. Rather the key determinant is the induction of
premature differentiation of neural progenitors, which is related to an increase of chromosome
instability at the onset of brain development.

It is now accepted that there are large polymorphisms in DNA repair genes in humans
that could influence individual DNA repair capacity and could be involved in cancer

development. Furthermore, humans can be exposed to numerous DNA damaging agents
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(pollutants, ionizing radiation related to nuclear accidents, clinical diagnostic— CT-scan —, or
treatments —radiotherapy—). Our study clearly identified premature differentiation as a major
mechanism causing neurobehavioral disorders and suggests that a low DNA repair deficiency,
as well as chronic exposure to agents inducing a low genotoxic stress during pregnancy, may
represent important risk factors for neurobehavioral disorders such as autism spectrum
disorders (ASD).

Materiel and methods
Animal experiments

XIf-/- mice (Vera et al 2013) in a C57BI/6 background and wt controls were used in this
study. Animal experiments were carried out in strict accordance with the European
Communities Council Directive (2010/63/EU). Protocols were approved by our institutional
ethic committee in charge of animal experimentation (CETEA N°44) and were authorized by

French Research Ministry.

Irradiation

In utero irradiation were realized either with a ¥’Cs source (IBL 637, CIS BIO
International) at 0.5Gy (dose rate: 0.8 Gy/min) or with a ®°Co source (Alcyon) for low doses
(<0.5Gy, each dose has been delivered in 2 min).

Antibodies

Rabbit anti-Pax6 (Abcam, ab5790, 1:200), rabbit anti-Tbr2 (Millipore, AB23345,
1:300), rabbit anti-Thrl (Abcam, ab31940, 1:100), rabbit anti-cleaved-caspase 3 (Cell
signaling, 9661, 1:200), rabbit anti-Satb2 (Abcam, ab34735, 1:1000), rabbit anti- Cux1 (Santa-
Cruz, sc-13024, 1:200), mouse anti-phospho H3 (Cell Signalling, 9606S, 1:300), mouse anti-
BrdU (GE Healthcare, RPN20AB, 1:300), goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or 594 conjugated
secondary antibody (ThermoFischer, 1:400) or goat anti-rat Alexa Fluor 594 conjugated
secondary antibody (ThermoFischer; 1:400), and goat anti-mouse Alexa Fluor 594
(ThermoFischer, A11005, 1:400).

Immunofluorescent staining
Mice were sacrificed humanely. Embryonic heads were fixed overnight at 4°C by
immersion in 4% paraformaldehyde (PFA) and embedded in paraffin with a Tissu-tek processor

(VIP, Leica, Wetzlar, Germany). Five um coronal sections were then obtained using a
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microtome (Leica RM2125RT) and mounted onto glass slides for histologic analyses. Pups’
brains were extracted and processed similarly. After paraffin removal and citrate treatment, the
brain sections were permeabilized with 0.5% TritonX-100 in phosphate buffer saline (PBS) for
15 min and incubated for 2 h with 7.5% fetal bovine serum, 7.5% goat serum in PBS. The
sections were incubated with primary antibodies overnight at 4°C. After washing, the sections
were incubated with appropriate secondary antibodies for 1h. After washes, nuclear staining
was achieved by incubation with 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) to quantify apoptosis
by the detection of pyknotic nuclei®. In. Slides were mounted under Fluoromount (Southern
Biotechnologies associates, Birmingham, AL, USA).

Tissues were examined under a fluorescence microscope (Pathfinder, Nikon) with a 10X or
20X objective in three channels (appearing red, green and blue in all figures) as separate files.
These images were then stacked with Photoshop software (Adobe, San Jose, CA, USA).
Embryonic brains were analyzed in a standard sector of 100 um wide from the dorsomedial
telencephalon wall, as previously described®.

Pups brains were analyzed in regions of interest defined in the somatosensoriel (S) and
medial (M) regions of the dorsal telencephalon. The percentages of nuclei (DAPI) stained with
the antibodies directed against Satb2, Cux1 and Tbrl were determined from using the open
platform for scientific image analysis, ImageJ.

All statistical analyses were performed on Prism (GraphPad, La Jolla, CA, USA,
Version 7.00).

EdU/ BrdU incorporation
Pregnant mice at E11.5 were intraperitoneally injected with 0.1 mg 5-ethynyl-
2’deoxyuridine (EdU) (ThermoFisher, Waltham, MA USA) and, 1.5 h later, with 1 mg of 5-

bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) (Sigma, St. Louis, MO). Cortical slices were obtained as

described above. EdU/BrdU detection was performed as previously described **.

Determination of mitotic spindle orientation of RGC

The spindle orientation of mitotic RGC was defined as the angle formed by the virtual
line passing through spindle poles and the ventricular edge using an especially developed macro

as previously described > 73,
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In utero electroporation

In utero electroporation was performed as described by Shimogori and Ogawa
“Bincluding few modifications. A time-pregnant mouse was anesthetized with isoflurane gas
(Temsega). The uterine horns containing E13.5 embryos were exposed. One to 1.5 pl of GFP-
expression vector pPEBVCAGeGFP-Bsd kindly provided by Dr Denis Biard (CEA, iMETI,
SEPIA, 750 ng/ul) mixed with Fast green was manually microinjected through the uterine wall
into the lateral ventricle, using a calibrated glass micropipette. The dorsal telencephalon was
electroporated across the uterus using two 3 mm electrodes paddles positioned on either side of
the head and controlled by an electoporator (NEPA21, Sonidel). The electroporator delivered 4
pulses of 50ms at 30mV with a 950ms interval. Throughout the surgical procedure, the uterus
was bathed with phosphate buffer saline (PBS) (pH 7.4). After the procedure the uterus was
placed back in the abdominal cavity and the wound was surgically sutured. Twenty-four hours
after electroporation the embryonic brains were dissected and fixed for subsequent analyses.
Brains were embedded in 2% agarose solution (made in H20) for sectioning using a vibratome
(Leica VT 1200S) at a thickness of 70 um. GFP-positive sections were first selected under
epifluorescent microscope, then stained with DAPI for nuclei labelling. Image stacks of GFP+
sections were then acquired with NIKON A1R confocal laser scanning microscope system
attached to an invert ECLIPSE Ti microscope (Nikon Corp. Tokyo, Japan). The best focused
plane for fluorescence is chosen automatically with NIS-Element software from image stacks.
The mean distances between the edge of the ventricle and GFP-positive cell migration front
were measured from 3 sites per cortical slices. Student’s t test for independent samples was
performed with StatView SE (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA) to compare between both
genotypes.

Chromosome instability

Pregnant mice were sacrificed and embryonic cortices were mechanically dissociated.
Cells were resuspended in a hypotonic solution (37.5 mM KCI, 8.33% fetal calf serum), then
incubated for 20 min at 37°C and finally fixed by a mix of acetic acid/ethanol (1V/3V).
Metaphases were spread on wet cold slides. In order to faithfully detect non repaired or non-
fused extremities as well as chromosome and chromatid aberrations, telomeres were stained by
Telo-FISH using a telomeric fluorescent PNA probe [Cy3-(CCCTAA)3; Applied Biosystems]
as previously described . Hybridized metaphases were then detected and captured under a
Zeiss Axioplan2 microscope coupled with the metafer software (Metasystems). Images were

exported and analyzed with Photoshop (Adobe).
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Magnetic Resonance Imaging (MRI) acquisitions

Magnetic resonance imaging was performed on a 11.7 T MRI scanner equipped with a
CryoProbe (Biospec, Bruker BioSpin, Germany). Wt and XIf-/- mice (5-months old male, n =8
for each group) were anesthetized using isoflurane (1-2%). Body temperature was monitored
and maintained at 37°C+0.5°C. The MRI protocol included an axial multi-slice Turbo spin-
echo T2-weighted scan for whole-brain anatomic imaging (TE/TR=30/2500ms, rare factor=8,
resolution=0.05x0.05 x0.45mm, matrix size=320x320 pixels, FOV=16x16mm, 16 non-
contiguous slices, slice gap=0.15mm). Diffusion-weighted imaging (DW1) were acquired using
a multi-slice and single-shot pulsed-gradient spin-echo EPI sequence (PGSE-EPI) with the
following parameters: TE/TR=24/2500ms, resolution=0.125x0.125x0.45, matrix size=96x96
pixels, FOV=12x12mm, 16 non-contiguous slices, slice gap=0.15mm, &/A=4/11.5ms, 34 b-
values from 10 to 3500 s/mm?, 3 orthogonal directions).

Anatomical MRI images were used to compute the volume of the whole brain and of
our regions-of-interest (cortex, hippocampus, corpus callosum and lateral ventricles) by manual
segmentation. The DWI data were processed using a home-made software implemented with
MATLAB (Mathworks, Naticks, MA). Gaussian and non-Gaussian diffusion parameters,
ADC, (Apparent Diffusion Coefficient) and K (Kurtosis) were estimated in selected region-of-
interest (ROI) by fitting the signal obtained at all b values according to the Kurtosis diffusion
model®®. Exploiting the DWI datasets acquired along three orthogonal directions, a synthetic
ADC (sADC), comparable to the pseudo-Trace of the diffusion tensor, was calculated from two
key b values (eg. 200 and 1500 s/mm?) as described previously °’, to optimize the balance
between Gaussian and non-Gaussian diffusion effects and sensitivity to tissue microstructure.
For the Kurtosis model and the sADC calculation data were averaged over the 3 acquired
directions to increase signal noise ratio and remove residual differences in gradient hardware
(diffusion anisotropy effects were ignored in the ROIs used for analysis at our spatial
resolution).

Behavioral assays

Behavioral assays were performed in adult mice (at the age of 3 months) using the
MIRcen facilities (CEA, Fontenay-aux-Roses) in the following order:
- Horizontal bars ®: The ability of mice to grip two round wooden bars (2 and 4 mm diameters

respectively) was scored as followed: Falling between 1-5 sec = 1; Falling between 6-10 sec =
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2; Falling between 11-20 sec = 3; Falling between 21-30 sec = 4; Falling after 30 sec =5. Scores
obtained at each bar were then summed to get a final score for each individual.

- Grip strength ®7: The mouse is placed on a grid, which is then turned upside down. The time
the mice remained attached to the grid before falling was then recorded.

Open field %: The open field was a squared arena (50 x 50 x 40.5 cm) with grey plexiglas floor
surrounded by grey plexiglas walls, illuminated by a direct overhead lighting (55 lux). The
apparatus was set up under a digital camera, which was connected to a computer under the
control of the EthoVision video-tracking system (Noldus). Mice were individually placed in a
corner of the open field and left to freely explore the apparatus for 5 min. The total distance
travelled in the arena was recorded as a measure of locomotor activity. Time spent in the central
part (a square of 25.5cm side) of the open field was automatically recorded and used as a
measure of anxiety. Time spent rearing, indicative of environment-based exploration, was also
computed.

Social interaction: Social interaction was tested in a cage (33.2 x 15 x 13 cm) with clean
sawdust, illuminated by a direct overhead lighting (10 lux). wt and XIf-/- mice were individually
reared and left undisturbed for 30 min until the beginning of the test. During this habituation
period, all the mice had ad libitum access to food and tap water. Each mouse was then paired
with an unfamiliar age-matched NMRI female. Social interaction between the two was recorded
using a digital camera (Ikegamy with objectiv Computar 4.5-12.5mm) mounted above the cage
at ceiling level. The videos were analyzed with the Observer XT software (version 10, Noldus
Technology, The Netherlands) by an independent observer blind to the study protocol. Social
investigation was scored as nose, body and anogenital sniffing time of the conspecific by the
test mouse. The total time spent interacting was computed as the total time spent by the test
mouse carrying out all sniffing behaviors. Time spent rearing was also computed as an index
of nonsocial exploration. In addition, we performed a temporal analysis of social interactions
by considering relevant behavioral parameters minute-by-minute. Two-way repeated measures
ANOVA were used to determine whether any change in interaction time is the result of the
interaction between the genotype and time min by min.

Three-chamber test for sociability and social recognition: Mice were run individually in a
three-chambered arena made of clear polycarbonate, illuminated by a direct overhead lighting
(10 lux). Retractable doorways built into the two dividing walls controlled access to the side
chambers. Each of the two outside chambers had an inverted empty wire cup. The test consisted

of three consecutive trials. In the first 5 min trial (habituation), the test mouse was placed in the
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center chamber, and was allowed to freely explore the entire apparatus, with the wire cups
empty. In the next 5 min trial (sociability), an unknown male (C57BL/6), was placed in one of
the two wire cups, while a Lego™ brick was introduced in the other wire cup. In the last 5 min
trial (social recognition), a second unknown male (C57BL/6) was placed in the wire cup where
the object previously was. The object/novel mouse sides were alternated left and right between
subjects. Automatic monitoring recorded and scored the time spent in contact with each wire
cup (within a 3 cm radius proximal to each wire cage (using the EthoVision video-tracking
system.

All data are presented as mean = SD. All statistical analyses were obtained using Student t-test
with StatView SE (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
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Legends to Figure

Figure 1: Apoptosis and chromosome instability in XIf-/- mouse brain.

a/ Spontaneous apoptosis in the embryonic dorsal telencephalon of XIf-/- mice

The bar graph shows the mean number of cleaved caspase 3-positive cells + s.e.m detected per
cortical slice in the different layers of the dorsal telencephalon of XIf-/- and wt mouse embryos
from E11.5to E15.5 (See supplementary Figl). VZ: ventricular zone (red); SVZ: subventricular
zone (white), 1Z: intermediate zone (blue); CP: cortical plate (grey); n: number of embryos that
were obtained from at least two different litters. Stars inside the bars indicate the statistical
significance between the mean number of apoptotic cells found in a XIf-/- cortical layer and in
the wt control. Stars just above the bars indicate the statistical significance between the total
number of apoptotic cells found in XIf-/- dorsal telencephalon and that found in the wt controls.
*p<0.05, **: p<0.01, Mann-Whitney Test.

b/ Spontaneous apoptosis in XIf-/- postnatal mouse brains

Scatter plots show the mean numbers per coronal slice of cleaved caspase 3-positive cells +
s.e.m. found in different regions of the wt and XIf-/- brain at postnatal day 0. Subventricular
zone (SVZ), corpus callosum (CC), cortex (C) and striatum (Str). n: number animals (left and
right hemispheres analyzed separately except for CC). **p<0.01; *** p<0.001, Mann-Whitney
Test.

¢/ Spontaneous apoptosis of proliferating cells in XIf-/- E11.5 brains

Up: Experimental scheme: pregnant mice (E11.5) were intraperitoneally injected with EdU and
with BrdU 1.5 hour later. They were then sacrificed after one last hour. EdU and/or BrdU
staining of apoptotic cells (cleaved caspase3-positive cells) was then analyzed in cortical slices
as previously described®* * (see Supplementary figure 1). Down: The donut chart shows the
percentages * s.d. of cleaved-caspase 3-positive cells with a EAU(-)BrdU(-) nucleus (cells in
G1 or GO, in blue), with a EdU(-)BrdU(+) nucleus (cells in early S, in red), with a
EdU(+)BrdU(+) nucleus (cells in late S, in orange) or with a EdU(+)BrdU(-) nucleus (cells in
G2, in green) found in the dorsal telecephalon. Data were obtained from 4 embryos from 2
different litters.

d/ High radiosensitivity of neural cells in the dorsal telencephalon of XIf-/- embryos at
E14.5

The mean number + s.e.m. of apoptotic cells (cleaved-caspase 3 staining) per coronal slice were

quantified in the dorsal telencephalon wt and XIf-/- embryos 4 hours after in utero exposure to
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low dose of ionizing radiation (0Gy, 10mGy, 50mGy or 100mGy). n: number of embryos from
at least two different litters. *p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney Test.

e/ Chromosome instability in neural progenitors NSPC in the developing wt and XIf-/-

embryonic brains

Pregnant mice were sacrificed at different days of gestation. Metaphases spreads were collected
from the dorsal telencephalons of the embryos and analyzed for chromosome aberrations by
Dapi and telomere staining by TeloFISH. Bar graph shows the number of chromatid-type (ie.
Chromatid breaks) aberrations and chromosome-type (ie. chromosome breaks) aberrations per
100 metaphases from wt (blue) and XIf-/- (red) embryonic brains. On the right, example of
chromosome aberrations (Dapi in blue level and telomeres in red): a chromosome break (up,
CSB) and a chromatid break (down, CTB). Eighty metaphases from at least 4 embryos of two
different litters were analyzed. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001, Mann-Whitney.

Figure 2: Premature neurogenesis in the XIf-/- embryonic brain

a/ Reduced number of mitotic RGC in XIf-/- embryos

Up: Phospho-Histone H3 immunostaining of apical mitoses (RGC) at the ventricular surface of
the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos at E13.5. Down: numbers of apical mitoses
in the dorsal telecenphalon of wt and XIf-/- embryos from E11.5 to E15.5. The number of
embryos analyzed are given inside the bars. *p<0.05, **p<0.01, Mann-Whitney Test.

b/ Decrease of spindle angles in XIf-/- RGC

On the left, method of measurement of spindle angles in RGC. Cleavage plane (white line) is
deduced from the orientation of the sister chromatids (white lines) and the ventricle edge
(dashed red line). The smallest angle between the cleavage plane and the ventricle edge is then
calculated. Scale bar, 5um. V: ventricle.

On the right, quantification of mitotic spindles angles in wt and XIf-/- RGC at different
developmental stages. The number of mitoses analyzed (n) are indicated inside the bars. They
were obtained from at least 3 to 5 embryos. *p<0.05; **p<0.01, Mann-Whitney test.

c/ Early decrease in RGC expansion results in a decreased production of neurons.

Mean number + s.e.m. of RGC (Pax6+/Tbhr2-), newborn IPC (Pax6+/Thr2+), mature IPC (Pax6-

/Tbr2+) and newborn neurons (Tbrl+) in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos per
coronal slice at different developmental stages. The numbers of embryos analyzed (identical
for Pax6 and Thr2 co-immunostainings) are indicated in the figure *p<0.05; **p<0.01, Mann-
Whitney test.

d/ Electroporation of GFP vector in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- embryos

93



On the top left, experimental scheme showing the injection of early decrease in RGC expansion
results in the end in a decreased production of neurons at later developmental stage. vector
(green arrows and green needle) into the ventricle of embryonic mice at E13.5 and the
orientation of the electrodes (-: anode; +: cathode) during electroporation.

On the bottom left, detection of GFP-expressing cells (green) in the dorsal telencephalon of XIf-
/- and unirradiated or irradiated (WT-IR) wt embryos 24h after the electroporation. Scale bar,
100um. V: ventricle. The dash line delineates the ventricular edge of the dorsal telencephalon.
On the right, the bar graph presents the mean maximum distance of migration from the ventricle
edge (um) of GFP+ cells in wt (white), XIf-/- (red) and wt-IR (blue) embryos. n=6
embryos/group. *p<0.05, ***p<0.001,Mann-Whitney test.

e/ Immunodetection of Satb2 (green) and CTIP2(red) in the dorsal telencephalon of XIf-/-
and wt brain at PND 0.

Nuclei are labelled with DAPI (grey level). The figure shows the regions of interest in the
somatosensoriel (S) and medial (M) regions.

f/ Decreased percentage of Satb2-expressing cells in the dorsal telencephalon of XIf-/- mice
at PND 0.

Data have been obtained in the somatosensoriel (S) and medial (M) from 7 wt mice and 6 XIf-

/- mice. *p<0.05, Mann-Whitney test.

a/ Decreased percentage of Satb2-expressing cells in the dorsal telencephalon of XIf-/- mice
at PND 7.

Data have been obtained in the somatosensoriel (S) and medial (M) from 6 mice per group.
*p<0.05, Mann-Whitney test.

Figure 3: Structural alterations of the XIf-/- adult brain revealed by MRI (5 months old)

a/ Reduction of the size corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, different regions of interest defined on anatomical T,-weighted MRI: cortex (1),
the corpus callosum (2) and the lateral ventricles (3). On the right, the volume of the cortex, the
lateral ventricle and the corpus callosum are expressed as a percentage of the volume of the
whole brain. n = 8 mice/group. Mean * s.d. **p<0.01, Student t test.

b/ Alteration of the ADCy in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, representative anatomical MRI based of T2-weighted imaging and color-coded
ADCo maps obtained from diffusion-weighted MRI analyses in wt and XIf-/- mice.
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On the right, the quantification of non-diffusion gaussian parameter ADCy in several brain
structures of wt and XIf-/- mice. n=8 mice/group. Mean + s.d, *p<0.05, ***p<0.001, Student t
test.

c/ Alteration of the ADCo in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

On the left, representative anatomical MRI based to T2-weighted imaging and color-coded
Kurtosis maps obtained from diffusion-weighted MRI (DWI) analyses in wt and XIf-/- mice.
On the right, the quantification of non-diffusion gaussian parameter Kurtosis in the different
regions of interest. n=8 mice/group. Mean = s.d, *p<0.05; **p<0.01, Student t test.

Figure 4: Behavioral impairment of XIf-/- mice

a/ Exploration abnormalities of XIf-/- mice in the Open-field (4 months old)

Mean distance travelled + s.d. (on the left) and velocity + s.d.(on the right) by XIf-/- mice and
wt controls during the five-minute trial in the open-field were used as an index of ambulatory
exploration. See Results and MM. n=29 mice/group. ***p<0.001, Student t test.

b/ XIf-/- mice behave inadequately in the context of social encounters

Mean time + s.d. spent by XIf-/- mice and wt controls in affiliative and non-affiliative
interactions were measured in the social interaction test. Affiliative explorations were defined
as sniffing the stimulus mice (nose + body + anogenital) of the non-affiliative explorations
corresponded to rearing. n=29 mice/group. *p<0.05, **p<0.01, Student t test.

¢/ The preference for social novelty is altered in XIf-/- mice

Exploration activity, sociability and preference for social novelty of wt and XIf-/- mice were
challenged in the three chamber sociability test (see text and MM). The bar graph on the left
shows the distance travelled + s.d. during the habituation phase. The bar graph in the middle
shows the times + s.d. the mice spent in contact with the wire cup containing the mousel (grey)
or the one containing the object (white) during the sociability phase. Both wt and XIf-/- mice
showed a preference for mouse 1. The bar graph on the right shows the times + s.d. the mice
spent with the wire cup containing the mouse 1 (grey) or the one containing mouse 2 (green)
during the social novelty phase. Contrary to wt mice, XIf-/- mice show no preference for social
novelty. n=29 mice/group. ***p<0.001, **p<0.01, Student t test.
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Supplementary Figure 1:

a/ Spontaneous apoptosis in the developing brain of XIf-/- mice.

Up: Coronal sections of cerebral hemisphere of E14.5 wt and XIf-/- embryos stained with DAPI
(gray) and cleaved-caspase-3 (red). Dash lines delineate the different cortical zones. VZ/SVZ:
ventricular zone / subventricular zone; 1Z: intermediate zone; CP: cortical plate. white arrows:
cleaved-caspase 3-positive cells. Bottom: Enlargements of the white box areas. V, ventricle.
Blood vessels are colored in orange.

b/ Increased apoptosis in the SVZ of XIf-/- mice at post-natal day 0

White arrows indicate cleaved-caspase-3—positive cells (red) in coronal slices from wt and XIf-
/- mice. V, ventricle. Blood vessels are colored in orange.

¢/ Spontaneous apoptosis of proliferating cells.

See text and Figure 1c. up: Coronal section of the cerebral hemisphere of an E11.5 XIf-/- embryo
stained with DAPI (gray), cleaved-caspase-3 (red), EAU (purple) and BrdU (green). Bottom:

examples of the different types of co-stainings of apoptotic cells. V, ventricle.

Supplementary Fig. 2: The cortex thickness and the ventricular width of XIf-/- mice
embryos remained smaller than that of wt embryos throughout the fetal development

a/ Mean thickness of the dorsal telencephalon + s.e.m. of developing wt (white) and XIf-/-

(red) embryos at different developmental stages

Cortex thickness + s.e.m. has been measured in the medial parts of the dorsal telencephalons.
3 slices have been analyzed per embryos. The number of embryos analyzed are indicated under
the histogram. *p<0.05; ***p<0.001, Mann-Whitney test.

b/ Mean ventricular width + s.e.m of wt (white) and XlIf-/- (red) embryos at different

developmental stages

On the top left, the schema shows the ventricular width that has been measured (green).
Measures have been performed on 2 different coronal slices per embryos. The number of
embryos analyzed are indicated under the histogram. *p<0.05, **p<0.01.

¢/ Phospho-Histone H3 immunostaining (red) of mitotic RGC at the ventricular surface

(white dot-line) in coronal slices of wt and XIf-/- embryos at E12.5. V, ventricle.

d/ Co-immunostaining of Pax6/Tbr2 in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- mice at
E13.5
e/ Immunostaining of Tbhrl in the dorsal telencephalon of wt and XIf-/- mice at E15.5.

White stars: blood vessels.
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Supplementary Fig. 3: Electroporation of GFP vector in the dorsal telencephalon of wt
and XIf-/- embryos
The GFP-expression vector pEBVCAGeGFP-Bsd has been electroporated into the ventricles
of wt and XIf-/- embryos at E14.5. Twelve hours after electroporation, wt embryos have been
irradiated in utero (0.5 Gy, 0.8 Gy/min; wt-IR). The animals were sacrificed at 24 hours after
electroporation. On the left, detection of GFP-positive cells in coronal slices of the dorsal
telencephalon of wt and XIf-/- embryos and wt-IR embryos.

Fluorescence intensity of GFP+ cells (green) was measured in two regions of interest with a
width of 186 um that were defined in coronal slices of the dorsal telencephalon: ROI-1
containing the VZ and SVZ (white boxes: areas within 100 um from the ventricles with a width
of 186 um) and ROI-2 (yellow boxes: 100 um from the ventricles edge to 300 um) containing
the 1Z and CP. Scale bar: 100pm.

The histogram shows the mean ratio + s.e.m. of the GFP intensity measured in the SVZ-1Z
versus that measured in the VZ and SVZ. Data have been obtained from 6 embryos from
different litters per group. **p<0.01, ***p<0.001, Mann-Whitney test.

Supplementary Fig. 4

a/ Decreased percentage of cells expressing Tbrl in the deeper cortical layer (Layer VI)
at PND 0 but not at PND7 in XIf-/- mice

Left: Immunostaining of Tbrl (red) in wt and XIf-/- mice at PNDO. Nuclei are labelled with

DAPI (white). S and M indicates the somatosensoriel (S) and medial (M) region of the dorsal
telencephalon in which Tbr1+ cells were quantified.

Right, Scatter plots showing the mean percentages of Tbrl-positive/DAPI nuclei £ Ss.d. at
PNDO and PND?7 in wt and XIf-/- mice. Numbers of embryos analyzed are indicated. *p<0.05,
Mann-Whitney test.

b/ Decreased percentage of cells expressing Cux1 at PND 0, but not at PND7 in XIf-/- mice

Left: Immunostaining of Cux1 (red) in wt and XIf-/- mice at PNDO. Nuclei are labelled with
DAPI (white). S and M indicates the somatosensoriel (S) and medial (M) region of the dorsal
telencephalon in which Tbrl+cells were quantified.

Right, scatter plots showing the mean percentages of Cux1-positive DAPI nuclei + s.d. at PNDO
and PND7 in wt and XIf-/- mice. Numbers of embryos analyzed are indicated. *p<0.05, Mann-
Whitney test.
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Supplementary Fig. 5: XIf deficiency induces a microcephaly in adult mice (5 months old)

a/ Reduction of the whole brain volume in XIf-/- adult mice.

Quantitative analysis of whole brain volume from manual segmentation in wt and XIf-/- mice
by anatomical MRI based on T2-weighted imaging. n=8 mice/group. Mean + s.d, ***p<0.001,
Student t test

b/ Representative anatomical MRI based to T2-weighted imaging (left) and color-coded
sADC maps (right) obtained from diffusion-weighted MRI (DW1) analyses in wt and XIf-

/- mice.

¢/ Alteration of SADC in the cortex and the corpus callosum in XIf-/- adult mice

Measurement of SADC in the cortex and the corpus callosum of wt and XIf-/-mice (8 per group).
Mean + s.d.,_*p<0.05; ***p<0.001, Student t test

Supplementary Fig. 6: Behavioral tests in wt and XIf-/- adult mice (4 months old)

a/ Anxiety levels of wt and XIf-/- mice are similar in the Open-field

Time £ s.d. spent in the center of the Open-field during a five-minute trial was used as an index
of anxiety. n=29 mice/group. *p<0.05, **p<0.01, Student t test.
b/ Reduced exploration activity of XIf-/- mice in the Open-field

Time £ s.d. spent rearing was measured during the five-minute trial in the Open-field. n=29
mice/group. *p<0.05; **p<0.01, Student t test.

¢/ Normal motor skills of XIf-/- adult mice in the horizontal bars test

The test was performed as previously decribed 6. The ability of mice to grip two round wooden
bars (2 and 4 mm diameters respectively) was scored as followed: Falling between 1-5 sec = 1;
Falling between 6-10 sec = 2; Falling between 11-20 sec = 3; Falling between 21-30 sec = 4;
Falling after 30 sec = 5. Scores obtained at each bar were then summed to get a final score for
each individual. Mean score + s.d. wt and XIf-/- adult mice are shown in the histogram (20
mice/group).

d/ Normal motor skills of XIf-/- mice in the grip strength test

The test was performed as previously decribed 8. The mice were placed on a grid, which was
then turned upside down. The time the mice remained attached to the grid before falling was
then recorded. Mean latency (s) + s.d. to fall down of wt and XIf-/- adult mice (20 mice/group)
are shown in the histogram.

e/ XIf-/- mice spent more time in body sniffing during the social interaction test
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Left, mean time + s.d. spent in body sniffing during the five-minute trial.
Right, minute—by-minute analyses of the time spent in body sniffing by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.

f/ Similar times spent in nose sniffing by wt and XIf-/- mice during the social interaction

test

Left, mean time * s.d. spent in nose sniffing during the five-minute trial.

Right, minute—by-minute analyses of the time spent in nose sniffing by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.

h/ Decreased time spent in anogenital sniffing by XIf-/- mice during the first minute of the

social interaction test

Left, mean time £ s.d. spent in anogenital sniffing during the five-minute trial.
Right, minute—by-minute analyses of the time spent spent in anogenital by XIf-/- (red) and wt
(black) mice. n=29 mice/group. ** p<0.01; *** p<0.001, Student t test.
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3.1.4 Discussion article 1 : Caractérisation de I’instabilité
chromosomique des CSPN dans le cerveau embryonnaire des
souris déficientes pour XLF

Dans cet article, nous avons révélé une instabilité chromosomique dans les CSPN du
cerveau embryonnaire, qui est plus marquée au cours des premiers stades du développement.
Cette instabilité est plus élevée dans les CSPN embryonnaires de souris XIf-/-, provoquant une
neurogenese prématurée, qui serait responsable des atteintes neurocognitives observées chez la

souris XIf-/- adulte.

L’instabilité génétique dans les CSPN au cours du développement pourrait étre a

P’origine de la diversité neuronale

Le génome est naturellement sujet a des dommages dans le contexte de divers processus
cellulaires, comme la réplication et la transcription de ’ADN. Un défaut de réparation de
I’ADN affecte particuliérement le cerveau. Cela est clairement illustré par les atteintes
neurologiques graves, dues a des syndromes héréditaires caractérisés par une déficience des
systeémes de réparation de ’ADN (MCkinoon et coll., 2017). La facon dont les altérations
génomiques se forment et la fagon dont les cellules neuronales réparent les dommages a I'ADN

reste une question fondamentale pour la compréhension de la physiopathologie du cerveau.

Nous savons maintenant que certains des mécanismes responsables de la formation de
ces altérations génomiques jouent un réle dans la génération de la diversité informationnelle, a
I’exemple du systeme de recombinaison V(D)J permettant de générer une grande diversité de
récepteurs d'antigénes au niveau des lymphocytes T (Tonegawa, 1988). Récemment, plusieurs
clusters récurrents de CDB ont été identifiés dans des CSPN, au niveau de genes longs et
tardivement répliqués qui sont impliqués dans des pathologies neuropsychiatriques (Wei et
coll., 2016 et 2018). Wei et ses collegues suggerent qu’un mécanisme de recombinaison entre
ces clusters serait a I’origine de la diversité neuronale (Wei et coll., 2016 et 2018 ; Alt et coll.,
2018). En accord avec la littéerature, nous avons mis en évidence une instabilité chromosomique
au sein des CSPN, directement isolés du cerveau d’embryons de souris. Cette méthodologie
constitue I’une des forces de notre approche puisqu’elle permet de se rapprocher le plus possible

des conditions physiologiques et ainsi eviter les biais induits par la culture cellulaire. Il convient
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de noter que nous avons observe essentiellement des cassures chromatidiennes qui sont

générées apres réplication en fin de S et G2.

L’instabilité chromosomique dans les CSPN est plus importante lors des premiers stades
du développement du cerveau murin (E11,5 et E12,5). Cette période coincide avec la phase
d’expansion des cellules de la glie radiaire (Taverna et coll., 2014 ; Postiglione et Hippenmeyer,
2014) qui est suivie par une période de différenciation neurogénique. Les clusters de CDB décrit
par Wei et ses collegues ont été identifiés a I’aide d’une technique de séquengage haut débit
permettant la détection de translocations a 1’échelle du génome (HTGTS) dans des CSPN du
cerveau murin post natal (PN8-14). Il serait donc intéressant d’appliquer cette technique aux
CSPN embryonnaires afin de vérifier leur formation au stade embryonnaire et d'évaluer leur

fréquence en fonction du stade du développement.

Les altérations neurologiques des souris XIf-/- sont-elles liées a une différenciation

prématurée des progéniteurs neuraux ?

Pendant les premiers stades de la neurogenése, les progéniteurs neuraux proliferent puis
se différentient de facon finement régulée afin de générer le grand nombre de neurones présents
dans le cerveau. Cela exige un maintien strict de leur intégrité génétique ce qui explique
I’importance des voies de réparation de I’ADN dans le développement du cerveau (Abugable
et coll.,, 2019 ; Barzilai et coll., 2008 ; McKinnon et coll., 2017). Conformément au role
essentiel de la voie NHEJ durant les premiers stades de la neurogenese (Gao et coll., 1998) nous

avons mis en évidence plusieurs altérations neurologiques chez les souris déficientes pour XLF.

Des études réalisées sur des modeles de souris déficientes pour XLF ont montré une
augmentation de I’instabilité chromosomique dans les fibroblastes et les cellules souches
embryonnaires (Zha et coll., 2011, Oksenych et coll., 2012). En accord avec ces données, nous
avons montré une augmentation de I’instabilit¢ chromosomique des CSPN dans le cerveau
embryonnaire des souris XIf-/-. 1l convient de noter que nous avons observé essentiellement des
cassures chromatidiennes tandis que les études précédentes ont principalement décrit des
cassures chromosomiques. Les défauts de reparation par NHEJ sont associés a la génération de
plusieurs réarrangements chromosomiques (translocations), témoins d’une réparation infidele

des CDB (Sishc et Davis, 2017, Karanjawala et coll., 1999). Il serait donc intéressant d’évaluer
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la fidélité de réparation des CDB dans les CSPN du cerveau embryonnaire des souris XIf-/- en
réalisant des marquages Multi-Fish sur des métaphases ex vivo, permettant de détecter

d’éventuels réarrangements chromosomiques (translocations) et de préciser leur localisation.

Nous avons mis en évidence des altérations structurelles du cerveau des souris adultes
XIf-/-, qui sont accompagnees de plusieurs anomalies comportementales. Nos résultats
suggerent que I’augmentation de I’instabilité chromosomique des CSPN embryonnaires conduit
a leur mort par apoptose et/ou & une neurogenese prématuree, qui seraient responsables des

atteintes neurocognitives.

Apoptose des progéniteurs neuraux dans le cerveau embryonnaire des souris XIf-/-

Pendant le développement neural, divers processus cellulaires, tels que la prolifération,
la neurogeneése, la migration et la synaptogenése doivent étre coordonnés afin d’aboutir a une
structure et un fonctionnement approprié du systeme nerveux. Bien que la plupart de ces
évenements impliquent la prolifération des cellules nerveuses, une apoptose survient lors du
développement et implique une perte substantielle de cellules. Une des fonctions principales de
I’apoptose dans le développement du cerveau est son role dans la régulation de la migration
neuronale et 1’établissement de circuits neuronaux fonctionnels (Buss et Oppenheim, 2004 ;
Buss et coll.,, 2006). L’apoptose survient également pendant les stades précoces de la
neurogenése au sein des progéniteurs neuraux, ce qui a un impact important sur le
développement cérébral (Blaschke et coll., 1996 ; Yeo et Gautier, 2004). Les données sur cette
phase précoce de la mort des cellules neuronales proviennent essentiellement de I'étude de
modeéles murins défectueux pour la réparation de I'ADN. En effet, les modeles murins déficients
pour HR ou NHEJ manifestent une apoptose massive dans le systéme nerveux en
développement, entrainant parfois une létalité embryonnaire (Orii et coll., 2006 ; Gao et coll.,
1998).

Nous avons montré une augmentation de 1’apoptose au cours du développement
embryonnaire du cerveau des souris Xlf-/-. Contrairement a 1’apoptose décrite en cas de
déficience de XRCC4 et ligase 1V, affectant essentiellement les neurones post-mitotiques (Gao
etcoll., 1998 ; Orii et coll., 2006 ; Gatz et coll., 2011), I’apoptose associée a la déficience d’XLF
est legére et touche en premier lieu les progeniteurs neuraux, puis les neurones post-mitotiques.

Ainsi, nos résultats déemontrent la perte de progéniteurs neuraux dans le cerveau embryonnaire
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des souris XIf-/- par apoptose, conduisant a la réduction de leur pool, qui serait en partie

responsable de la réduction de 1’épaisseur du cortex détectée en fin de développement.

Neurogenése prématurée dans les souris XIf-/-

La neurogenése nécessite une coordination précise entre la prolifération cellulaire, la
mort et la différenciation. Lorsqu'elles sont confrontées a une instabilité génétique, les cellules
activent une réponse aux dommages a I’ADN conduisant a un arrét du cycle cellulaire, une
réparation des dommages ou bien une élimination des cellules endommagées par apoptose.
Cependant, des études sur des cellules souches suggerent qu’une instabilité génétique peut
également conduire a une différenciation cellulaire, afin d’éviter 1’amplification de cellules
souches dont le génome est altéré (Sherman et coll., 2011). En effet, il a été rapporté qu’en cas
d’aneuploidie, les CSPN de drosophile entrent en différenciation prématurée afin d’éviter la
prolifération et I’expansion des cellules aneuploides (Gogendeau et coll., 2015). La
neurogenese prématurée a été également décrite chez les progéniteurs neuraux de souris, qui
entrent en différenciation prématurée suite & des anomalies centromériques, mais seulement
aprés inhibition de I’apoptose (Marthiens et coll., 2013), cela confirme le réle de la
différenciation prématurée comme une alternative pour les cellules présentant une instabilité

génétique.

A 1’aide de plusieurs approches, nous avons montré un changement du destin des CSPN
dans le cerveau embryonnaire des souris XIf-/-, en passant trés tot dans le développement d’un
mode de division symétrique permettant leur amplification vers un mode de division
asymétrique permettant leur différenciation. Par conséquent, nos résultats démontrent que
’instabilit¢ chromosomique élevée dans les CSPN XIf-/- a provoqué leur différenciation
prématurée. La diminution précoce de I'amplification des CSPN entraine par la suite une
diminution de la production de neurones matures, conduisant au rétrécissement du cortex

cérébral observé chez les souris XIf-/-.

Plusieurs études ont montré une corrélation entre la durée du cycle cellulaire et la
balance entre la prolifération et la différenciation des cellules souches. Par exemple, les cellules
souches embryonnaires présentent un cycle cellulaire plus court que celui de leurs cellules filles
différenciées (Beckers et coll., 2006, Coronado et coll., 2012). Dans les progéniteurs neuraux,

il a été démontré qu’un allongement de la phase G1 était suffisant pour favoriser leur
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différenciation (Calegari et coll., 2005 ; Arai et coll., 2011). Afin de donner une autre
démonstration de I’implication de la neurogenese prématurée dans les altérations cérébrales des
souris XIf-/-, il serait intéressant de comparer la durée du cycle cellulaire des progéniteurs

neuraux dans le cerveau embryonnaire des souris XIf-/- avec celle des souris sauvages wt.
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3.2 Comparaison de ’instabilité chromosomique des CSPN et des
MEF in vitro, en réponse a un stress radiatif aigu ou chronique

ARTICLE 2

Higher chromosome stability in mouse embryonic neural stem
and progenitor cells than in fibroblasts
In response to acute or chronic genotoxic stress

Sofiane Mokrani, Christine Granotier-Beckers, Olivier Etienne, Thierry Kortulewski,

Christian Grisolia, Jean-Pierre de Villartay, Francois D. Boussin
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3.2.1 Résultats : Comparaison de I’instabilité chromosomique des
CSPN et des MEF in vitro, en réponse a un stress radiatif aigu
ou chronique

Une exposition prénatale aux radiations ionisantes est associée au développement de
plusieurs pathologies neurodéveloppementales (Otake et Schull, 1998), liées aux dommages de
I'’ADN radio-induits dans les CSPN (Nowak et coll., 2006 ; Roque et coll., 2012 ; Rousseau et
coll., 2012). D’autre part, il a été démontré que les cellules souches sont dotées d’une réponse
robuste aux dommages a I’ADN, leur permettant de maintenir leur intégrité¢ génétique plus
efficacement que les autres cellules somatiques non-souches (Maynard et coll., 2008 ; Mandal
et coll., 2011 ; Insinga et coll., 2014). Les données actuellement disponibles proviennent
essentiellement de 1’étude des cellules souches embryonnaires et des cellules souches
hématopoiétiques. Cependant peu d’études ont caractérisé la spécificité de réponse aux

dommages a I’ADN des cellules souches neurales.

Dans cet article, nous avons utilisé une approche de cytogénétique moléculaire (Telo-
FISH et Multi-FISH) afin de comparer la stabilité chromosomique des CSPN et des fibroblastes
embryonnaires murins (MEF) aprés une exposition & un stress radiatif aigu ou chronique. Etant
donné que les MEF sont des cellules différenciées toujours en prolifération, cela nous a permis
de détecter une éventuelle spécificité de réponse dans les CSPN liée a leur état souche. Nous
avons €galement caractérisé 1’instabilité chromosomique des CSPN et des MEF déficients pour
XLF afin de comparer 1’importance du mécanisme NHEJ dans le maintien de leur stabilité

génétique.

Les CSPN et les MEF sont isolés a partir d’embryons de souris a E14,5 et cultivés dans
des conditions leur permettant de proliférer a un niveau similaire (approximativement un
doublement de population par 24h). Les CSPN ont été spécifiqguement cultivés en présence de

facteurs de croissance (EGF+FGF) afin de maintenir leur caractére souche.

A. Réponse a un stress génotoxique aigu : irradiation y

Premiérement, nous avons comparé la réponse des CSPN et des MEF & une irradiation-y.

Nous avons ainsi démontreé :
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e 24h aprés I’irradiation :

Une induction dose-dépendante de I’apoptose radio-induite dans les CSPN, mais pas dans
les MEF. Parallélement, les CSPN présentent moins d’aberrations chromosomiques que les
MEF, ce qui suggere le réle de I’apoptose dans le maintien de la stabilité chromosomique des
CSPN, en éliminant les cellules les plus endommageées. En revanche, malgré la forte apoptose
radio-induite dans les CSPN XIf-/-, leur niveau d’aberrations chromosomiques est plus élevé
que celui des CSPN wt, indiquant que le maintien de la stabilité génétique dans les cultures de

CSPN n’est pas uniquement lié¢ a I’apoptose, mais associé¢ en partie au mécanisme NHEJ.

e 3h apres I’irradiation :

A ce stade, ’apoptose n’est pas encore activée et on constate une diminution dose-
dépendante de l’'index métaphasique, similaire dans les CSPN et les MEF. L’index
métaphasique représente le pourcentage de cellules en métaphase parmi I’ensemble des cellules
vivantes. Ainsi, I’activation du point de contréle G2/M semble identique dans les deux types
cellulaires. Dans ces conditions, Les CSPN wt présentent moins d’aberrations chromosomiques
que les MEF wt. Ces aberrations sont essentiellement des cassures chromatidiennes, générées
par les CDB induites apres réplication, pendant les phases S ou G2. Ces résultats suggerent que
les CSPN wt réparent mieux et plus rapidement les CDB que les MEF wt. En accord avec le
role d’XLF dans la réparation des CDB, les cellules XIf-/- présentent plus de cassures
chromatidiennes que les cellules wt aussi bien dans les CSPN que dans les MEF. De facon
intéressante, les CSPN XIf-/- présentent moins de cassures chromatidiennes que les MEF
XIf-/-, suggérant que la déficience d’XLF n’abolit pas la différence de réparation entre les CSPN
et les MEF.

Il convient de noter que les cellules XIf-/- montrent également une augmentation des
cassures chromosomiques a la plus forte dose (1 Gy), qui sont générées par les CDB induites
avant réplication. Or, le temps de cycle des deux types cellulaires fait que 3h aprés irradiation,
les cellules n’auraient pas eu le temps d’entrer en métaphase en ayant été irradiées avant la
réplication. La grande fréquence des cassures chromatidiennes indique qu’il pourrait en réalité

s’agir de « fausses » cassures chromosomiques, dues a deux cassures chromatidiennes induites
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au méme niveau sur les chromatides sceurs du méme chromosome, impossibles a différencier

par la technique de Telo-FISH.

B. Réponse a un stress génotoxique chronique : incorporation de thymidine tritiée dans
I’ADN

Afin de comparer la maintenance de la stabilité chromosomique des CSPN et des MEF
en réponse a un stress génotoxique chronique, nous les avons cultivés en présence de thymidine
tritiée (3H-T), dont les désintégrations radioactives sont connues pour induire des CSB et des
CDB (Cleaver et coll., 1972 ; LeMotte et Little, 1984).

Premiérement, nous avons caractérisé I’instabilité chromosomique apres 24h et 72h de
contamination par la 3H-T, correspondant respectivement a un cycle ou au plus 3 cycles
d’incorporation de 3H-T. A 24h, les CSPN et les MEF présentent exclusivement des cassures
chromatidiennes, survenues aprés réplication, a savoir aprés 1’incorporation de *H-T. A 72h,
contrairement au CSPN, les MEF présentent également une augmentation des cassures
chromosomiques, indiquant une fois de plus la meilleure préservation de la stabilité

chromosomique dans les CSPN.

11 est intéressant de noter que I’augmentation de 1’incorporation de la *H-T dans I’ADN
avec le temps, mise en évidence par autoradiographie cellulaire, n’est pas associée a une
augmentation des cassures chromatidiennes, aussi bien dans les CSPN que dans les MEF et ce
quel que soit le statut du gene XIf. Cela suggére le développement d’une réponse adaptative a
la *H-T indépendante d’XLF.

Ensuite, nous avons montré que 1’incorporation préalable de *H-T dans I’ADN a permis
de réduire significativement I’instabilité¢ chromosomique induite par une irradiation-y ultérieure
dans les CSPN mais pas dans les MEF. Cet effet est aboli par la déficience d’XLF. L’ensemble
de ces résultats montrent que la réponse adaptative est plus efficace dans les CSPN que dans
les MEF, due aux meilleures capacités des CSPN a réparer un grand nombre de CDB, qui

nécessitent I’implication d’XLF.

Afin de mieux caractériser la capacité des CSPN et des MEF a maintenir leur stabilité

chromosomique face a un stress génotoxique prolongé, nous les avons cultivés en présence de
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3H-T pendant 7 jours. L'apoptose est induite de fagon chronique a de faibles niveaux dans les
CSPN wt et a des niveaux plus élevés dans les CSPN XIf-/-, mais toujours pas dans les MEF.
Quant a I’activation des points de contrdle du cycle cellulaire, elle est 1égére et constante dans

les CSPN wt, mais devient plus importante avec le temps dans les autres types cellulaires.

En ce qui concerne I’instabilité chromosomique, le niveau de cassures chromatidiennes
dans les MEF reste constant durant les 5 premiers jours, puis augmente brusquement les jours
suivants. Cela, est li¢ essentiellement a 1’apparition d’une population de cellules fortement
endommageées, contenant a la fois des aberrations chromatidiennes et chromosomiques. A
I’inverse, la plupart des CSPN wt cyclants (plus de 80%) ne présentent aucune aberration
chromosomique, contrairement aux CSPN XIf-/- qui présentent un niveau élevé d’aberrations
chromosomiques associé a la formation de plusieurs translocations, témoignant d’une
réparation infidéle des CDB. Ces résultats révelent qu’une induction chronique de dommages
a1’ ADN conduit a une perte progressive de la stabilité chromosomique des MEF, contrairement
aux CSPN qui maintiennent leur intégrité génétique sur le long terme. La réponse des CSPN
est liée a une réparation efficace des dommages a I’ADN leur permettant de développer une
réponse adaptative a un stress génotoxique chronique. Cette derniere implique partiellement
XIf et agit conjointement avec les arréts du cycle cellulaire et I’apoptose afin de préserver la

stabilité de leur génome.

Conclusion

Pris dans leur ensemble, nos résultats démontrent que les CSPN maintiennent leur
intégrite génétique plus efficacement que les MEF en réponse a un stress radiatif aigu ou
chronique. Cela semble s'appuyer sur une réponse robuste aux dommages a I’ADN impliquant
a la fois une meilleure réparation des CDB et une sensibilité accrue a 1’apoptose radio-induite
qui permet d’éviter ’accumulation de cellules instables. Ces résultats soulignent également
I’importance d’XLF dans cette réponse au stress radiatif. Enfin, notre étude a clairement
démontré que les CSPN embryonnaires empéchent la persistance de dommages a I’ADN, ce
qui est en parfaite adéquation avec leur rdle essentiel pendant le développement du cerveau qui

nécessite un maintien strict de leur stabilité génétique.
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Abstract

High fidelity of genetic transmission in NSPCs has been long time considered to be crucial for
brain development and homeostasis. However, recent studies have identified recurrent DSB
clusters in dividing NSPCs, which may underlie the diversity of neuronal cell types. This raised
the interest in understanding how NSPCs sense and repair DSBs and how this mechanism could
be altered by environmental genotoxic stress caused by pollutants or ionizing radiation. Here,
we show that embryonic mouse neural stem and progenitor cells (NSPCs) have significantly
higher capacity than mouse embryonic fibroblasts (MEFs) to maintain their chromosome
stability in response to acute (y—radiation) and chronic (tritiated thymidine -*H-T- incorporation
into DNA) genotoxic stress. Cells deficient for XLF/Cernunnos, which is involved in non-
homologous end joining DNA (NHEJ) repair, highlighted important variations in efficacy of
DNA repair pathways between the two cell types. Strikingly, a progressive and generalized
chromosome instability was observed in MEFs cultured with *H-T at long-term, whereas
NSPCs cultured in the same conditions, preserved their chromosome stability thanks to higher
DNA repair activity further enhanced by an adaptive response and also to the elimination of
damaged cells by apoptosis. This specific DNA damage response of NSPCs may rely on the
necessity for preservation of their genome stability together with their possible function in

creating neuronal genetic diversity.

121



Introduction

Brain development is a tightly-regulated process, highly susceptible to DNA damaging
agents, such as ionizing radiation. Several studies have reported that neural stem and progenitor
cells (NSPC), which generate successively the main cells of the central nervous system, namely
neurons, astrocytes and oligodendrocytes, are highly sensitive to radiation-induced DNA
damage (Hoshino and Kameyama, 1988; Nowak et al., 2006).

Upon DNA damage, cells activate the DNA damage response (DDR), a network of
signaling pathways that sense, signal and repair DNA lesions, promoting cell checkpoints that
slow or halt cell-cycle progression of proliferating cells. This is supposed to allow more time
for DNA repair and/or for the elimination of damaged cells by apoptosis (Jackson, 2002).

Stem cells are thought to have a very robust DDR, allowing them to repair and avoid
accumulation and transmission to their progeny of DNA lesions, as well as to preserve their
regenerative potential (Vitale et al., 2017 for review). Distinct features of the DDR of
embryonic NSPC have thus been reported. In the developing mouse brain, these highly
proliferating cells are highly prone to radiation-induced apoptosis (Gatz et al., 2011; Nowak et
al., 2006; Semont et al., 2004; Verreet et al., 2016). They activate the intra-S and G2/M
checkpoints (Etienne et al., 2012; Gatz et al., 2011; Roque et al., 2012), but they did not activate
the G1/S checkpoint, which could contribute to restore the neural progenitor pool and resume
the brain development more rapidly after genotoxic stress (Etienne et al., 2012; Roque et al.,
2012).

Classical non-homologous end-joining (C-NHEJ) and homologous recombination (HR)
are the two major repair pathways of DNA double-strand breaks (DSB), which are the most
deleterious form of DNA damage induced by ionizing radiation, potentially leading to
mutations and large chromosomal rearrangements. C-NHEJ functions all along the cell cycle,
performing the direct religation of broken DNA ends, whereas HR requires long stretches of
similar sequences and operates during post-replication phases (Her and Bunting, 2018).

NHEJ involves the Ku70/80 heterodimer (Ku) that binds to DNA ends and recruits the
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) to form the DNA-PK
holoenzyme. DNA-PK promotes synapsis of DNA ends, enhances appropriate end processing
through activation of the Artemis endo/exo-nuclease and recruits the ligation complex made of
X-ray cross-complementing protein 4 (XRCC4), DNA ligase IV (LiglV) and XRCC4-like
factor (XLF, also known as Cernunnos or NHEJ1) (Ahnesorg et al., 2006; Buck et al., 2006).
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DSB also occur as intermediates in various biological events. NHEJ is thus an integral
part of V(D)J recombination machinery, which generates a diverse antigenic repertoire during
T and B cells development (Arya and Bassing, 2017 for review). Consequently, human
mutations in Artemis, DNA-PKcs, LIGIV and XLF not only cause increased cellular
radiosensitivity consistently with the DNA repair defect, but also cause various extents of
severe combined immunodeficiency (SCID) due to defective VV(D)J recombination. In addition,

mutations in LiglV and XLF are associated with microcephaly.

Several studies have demonstrated the importance of a functional NHEJ during brain
development. XRCC4 and LiglV deficiency result in massive neuronal cell death leading to
embryonic mouse lethality (Barnes et al., 1998; Frank et al., 1998; Gao et al., 1998). Recent
studies have identified recurrent DSB clusters in dividing NSPC, which are frequently joined
to each other, thus potentially leading to gene diversification in NSPC. NHEJ may have thus a
role in neuronal physiology reminiscent to that it plays in the V(D)J recombination machinery
(Alt and Schwer, 2018; Wei et al., 2016, 2018).

Contrary to Xrcc4-/- or Lig4-/- mice, XIf -/- mice are viable with a slightly affected
immune system (Li et al., 2008; Vera et al., 2013) and the brain of X//—/— embryos only shows
scarce apoptotic cells (Abramowski et al., 2018). The mild phenotype of XIf-/- mice has been
shown to rely on compensating pathways from the ATM-dependent DNA damage response
(Zha et al., 2011), on overlapping functions between RAG2 and XLF in V(D)J recombination
and the maintenance of genome stability (Lescale et al., 2016) and on redundant function with
PAXX for DNA repair during mammalian brain development in vivo (Abramowski et al., 2018;
Balmus et al., 2016; Liu et al., 2017). Nevertheless, as expected from NHEJ defect, XIf-/-
murine embryonic fibroblasts (MEF) show spontaneous cytogenetic abnormalities and are
highly sensitive to ionizing radiation (Li et al., 2008) and to the radiomimetic drug phleomycin
(Veraetal., 2013).

To gain insights on specific features of the DNA damage response of NSPC, here we
compared the effects of acute (y-radiation) and chronic (incorporation of tritiated thymidine —
3H-T— into DNA) genotoxic stress on mouse embryonic NSPC and on proliferating non-stem
cells, MEF, using molecular cytogenetic approaches. To further investigate the respective
importance of DNA repair pathways for the two types of cells we compared cells isolated from
wt and XIf-/- C57BI/6 mouse embryos.
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Materials and Methods

Primary cell cultures and treatments

Mouse embryonic NSPC were obtained from wt C57BI/6N (Charles Rivers) and XIf-/- deficient
(Abramowski et al., 2018) mouse embryos at E14.5 days of gestation. Animals were humanely
sacrificed according to European Communities Council Directive (2010/63/EU). Dorsal
telencephalic cortices were dissected and then mechanically dissociated into single cells. NSPC
were then cultured in NeuroCult™ Proliferation Medium (Stemcell Technologies Inc.)
containing 20 ng/mL epidermal growth factor (EGF, Millipore) at 37°C, in a controlled
atmosphere containing 5% CO2 according to the Technical Manual Version 2.1.0 (2016) to
generate floating primary neurospheres. The free-floating primary neurospheres were seeded
onto laminin (1 pg/cm?, Sigma)-coated flasks without dissociation in 5 mL of fresh medium in
T-25 flasks. In these conditions, NSPC formed an adherent monolayer in an undifferentiated
state. At each passage, cells were harvested by trypsinization and re-seeded (5*10° cells /flask)
in 5 mL of fresh medium.

MEF were harvested from the same animals as above and cultured according to the standard
protocol (Saeed et al., 2012). Briefly, head and internal organs were removed and the remaining
tissues were minced and digested with 0.05% trypsin/EDTA 1 mM (Gibco) for 10 min at 37°C.
Cell suspension was filtered through 70 um cell strainer (Falcon) and then plated in a T—75
flasks containing DMEM (Gibco) with 10 % fetal bovine serum (Gibco) and 1 % penicillin-
streptomycin solution (Sigma) at 37°C, in a controlled atmosphere containing 5% CO2. When
MEF reached 80 % confluence, they were trypsinized and reseeded into T-25 flask (3*10°
cells/flask) with 5 mL of fresh medium.

Twenty-four hours after seeding, adherent NSPC and MEF were y-irradiated using a ¥’Cs
source (GSR D1, Gamma Service Medical GmbH) at 0.2, 0.5 and 1 Gy with a dose rate of 0.8
Gy/min. H-T incorporation was performed by adding [methyl-3H] thymidine (PerkinElmer,
Specific Activity: 1.75 TBg/mmol) to the culture medium at the final concentrations of 0.185,
0.37,0.74 or 1.85 KBg/mL.

Apoptosis assay

Apoptosis induction was analyzed by assessing the caspases 3/7 activity using
CellEvent™ Caspase 3/7 Green Detection Reagent (Thermo Fisher) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, NSPC and MEF were cultured in 24 well Glass Bottom

Plates (Greiner bio-one) at a density of 2*10° cells per well. Cells were y-irradiated or
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contaminated by increasing concentrations of *H-T. At the end of the experiments, each well
was loaded with 10 uM of CellEvent™ Caspase 3/7 Green Detection Reagent and Hoechst
33342 (1 pg/mL, Sigma) for nuclear counterstaining. Cultures were incubated 30 min at 37°C,
and then imaged under live fluorescence microscopy (NIKON). Image analysis was

accomplished using NIS-Elements software.

Telo-FISH (Telomere-Fluorescent In Situ Hybridization)

Cells were treated for two hours at 37 °C with 0.1 pg/mL colchicine (Sigma) added to
the culture medium. They were then harvested with trypsin and re-suspended in hypotonic
solution (37.5 mM KClI, 8.33% fetal calf serum) for 30 min at 37°C, cells were then fixed by
acetic acid /ethanol (1V/3V) and kept at 4°C overnight. Metaphase chromosomes preparation
was obtained by spreading the cells on cooled wet glass slide. After air drying, Telo-FISH
staining was performed using a telomeric fluorescent PNA probe [Cy3-(CCCTAA)3; Applied
Biosystems] as previously described (Pennarun 2008), chromosomes were counterstained using
DAPI (Sigma, 1pug/mL). Metaphases were imaged using Zeiss Axioplan2 microscope coupled
with Metafer imaging software (MetaSystems). In each case, at least 50 metaphases per
condition were analyzed. Polyploid metaphase are frequent in MEF cultures, the study was

limited to metaphase with 4 n-chromosomes.

Multi-FISH (Multi-Fluorescent In Situ Hybridization)

Metaphase spreads were prepared as for Telo-FISH experiments. Metaphases were
hybridized with a 21XMouse probe kit (MetaSystems) according to the manufacturer’s
instructions. Images were captured using a Zeiss Axioplan2 microscope. In each case, at least
30 euploid metaphases (with 4 n chromosomes) were analyzed with M-FISH software (ISIS,
MetaSystems).

Cellular autoradiography

3H-T incorporation was detected by cellular autoradiography as previously described
(Granotier et al., 2005). Briefly, slides were dipped into liquid photographic emulsion (NTB,
Carestream), after drying in a humidified atmosphere, slides were stored at 4°C for an exposure
time of 4 days. Slides were developed in Kodak D-19 (Kodak), and then stained with Mayer's
hemalum (Merck). Metafer software enable to image the same metaphases analyzed for

cytogenetic assay.
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Statistical analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,

Inc., La Jolla, CA, USA). Significant differences between experimental groups were analyzed
by Kruskal-Wallis test for multiple comparisons (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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Results

Cell checkpoints activation and chromosome instability are associated with apoptosis in
irradiated mouse NSPC, but not in irradiated MEF

To compare the DNA damage responses of NSPC and MEF, cells isolated from wt and
XIf-/- mouse embryos (E14.5) were cultured in conditions allowing them to proliferate at
similar rates whatever their XIf status (i.e. approximately one population doubling per 24h, Fig
1A). In these conditions, the different cell types show a low basal chromosome instability (Fig
1B). However, consistently with the role of XIf in DNA repair, XIf-deficient cells showed higher
chromosome instability compared to wt cells (Fig 1B) and importantly, both wt and XIf-/- MEF
exhibited a higher frequency of chromosome aberrations than their NSPC counterparts.

Freshly isolated cells were exposed to different doses of y-radiation (0, 0.2, 0.5 or 1 Gy).
We observed a dose-dependent increase of apoptosis at 24h post-irradiation (PI) only in cultures
of NSPC (reaching 17.8 £ 0.7 % of cells after 1 Gy, Fig 1C). This is in accordance with previous
studies showing that neural progenitors, but not MEF, are highly prone to radiation-induced
apoptosis (Kashiwagi et al., 2018; Nowak et al., 2006; Roque et al., 2012; Semont et al., 2004).
Emphasizing the difference between the two types of cells, XIf deficiency increased radiation-
induced apoptosis of NSPC, but had not such effects on MEF (Fig 1C).

Telo-FISH performed on metaphases harvested at 24h Pl showed a dose-dependent
increase of chromosome aberrations (Fig 1D), consisting mainly of chromosome breaks, ie.
chromosome-type aberrations generated from unrepaired DSBs induced before DNA
replication (in G1 or S phase in unreplicated chromosome regions). Evidencing the defect in
DNA repair in the absence of XIf, the numbers of these chromosome aberrations were increased
in XIf-deficient cells. Moreover, the detection of dicentric chromosomes in 1Gy-irradiated XIf-
/- NSPC and MEF (Fig 1D) uncovers the decreased fidelity of DNA repair resulting from XIf
deficiency when cells have to deal with a high number of DSBs.

Interestingly, the chromosome stability after an acute genotoxic stress appears better
preserved in NSPC than in MEF. Indeed, radiation-induced chromosome aberrations were less
abundant in wt NSPC than in wt MEF, as well as in XIf-/- NSPC than in XIf-/- MEF (Fig 1E).
Accordingly, the percentage of metaphases without any detectable chromosome aberration was
higher in NSPC than in MEF at each dose tested (Fig 1E).

XIf deficiency strongly impacted the metaphase index of irradiated NSPC, suggesting
that cell cycle checkpoints and apoptosis promote genetic stability in cultures of NSPC by
eliminating damaged cells (Fig 1F). However, other mechanisms may contribute to a better
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preservation of chromosome stability of irradiated NSPC as compared to irradiated MEF.
Indeed, irradiated wt NSPC and wt MEF showed a similar dose-dependent decrease of the
metaphase index despite differences in apoptosis induction (Fig 1F and 1C) and apoptosis did
not prevent some irradiated XIf-/- NSPC to reach metaphase with high numbers of chromosome

aberrations.

NSPC have higher DNA repair capacity than MEF from late S phase to metaphase

In order to investigate more specifically the DNA repair activity in MEF and NSPC
irradiated in late S or G2 phase, Telo-FISH was performed on metaphases harvested at 3h Pl
when radiation-induced apoptosis was not detected yet in cultures of wt and XIf-/- NSPC at any
dose tested (Fig 2A). Metaphases from irradiated cells showed a dose-dependent increase of
chromosome aberrations, which were nearly 10 times more abundant than at 24h PI for each
type of cells (Fig 2B), indicating that surviving cycling cells at 24h PI had repaired most of
radiation-induced DNA breaks, even in the absence of XIf.

Chromosome aberrations observed at 3h Pl were essentially chromatid breaks, which
result from unrepaired double strand breaks (DSBs) induced after replication either in late S or
in G2 phase, which is consistent with the experimental design. Significantly less chromatid
breaks were numbered in wt NSPC than in wt MEF at each dose tested (Fig 2B). Accordingly,
the percentages of cells without any detectable chromosome aberrations were higher in NSPC
than in MEF cultures (Fig 2C). This lower level of chromosome instability was not related to
differences in cell checkpoints activation since wt NSPC and wt MEF showed similar dose-
dependent decreases of the metaphase index (Fig 2D). These results reveal therefore the higher
capacity of wt NSPC as compared to wt MEF to repair DSBs induced during late S and G2
phase, thereby reducing the number of chromatid breaks persisting at metaphase.

XIf deficiency impacts less severely the DNA repair capacity from late S to G2 phase in
NSPC than in MEF

Evidencing the importance of XIf for DSB repair in S and G2 after irradiation,
chromosome aberrations were increased 3 to 4 times at 3h P in irradiated XIf-/- NSPC and XIf-
/- MEF as compared to their wt counterparts at each dose tested (Fig 2B). Interestingly, radial
figures, ie. chromatid-type aberrations involving two or more chromosomes, were detected after
1 Gy at similar levels in both XIf-/- NSPC (0.3 £ 0.09 /metaphase) and XIf-/- MEF (0.3+ 0.08

/metaphase) (Fig 2E), whereas they were undetectable at lower doses in these cells, as well as
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in irradiated wt cells, giving another clue on the decreased fidelity of DNA repair in the absence
of XIf when NSPC and MEF have to deal with a high number of DNA breaks.

Irradiated XIf-/- NSPC showed significantly less chromosome aberrations than
irradiated XIf-/- MEF at each dose tested (reaching 7.7 + 0.4 aberrations/metaphases in XIf-/-
NSPC and 12.7 + 0.9 in XIf-/- MEF after 1 Gy) (Fig 2B). Mitotic indexes of both types of
irradiated cells were similarly decreased in a dose-dependent manner as compared to wt controls
(Fig 2D) in the absence of apoptosis induction (Fig 2A), showing that XIf deficiency delayed
cell cycle progression similarly in the two types of irradiated cells.

Altogether, these data reveal that, although XIf is critically involved in DSB repair from
late S to G2 phase, XIf deficiency impacts less severely the DNA repair capacity in NSPC than
in MEF.

Lower chromosome instability in NSPC cultured with *H-T than in MEF

We then compared the responses of NSPC and MEF to chronic DNA damage induction.
To this aim, cells were cultured for several cell cycles in the presence of various concentrations
of tritiated thymidine (3H-T, 0 to 1.85 KBg/mL). 3H-T is incorporated into DNA of cycling
cells during S phase. Once incorporated, radioactive decays of *H-T are known to induce both
DNA single-strand and double-strand breaks (Cleaver et al., 1972; LeMotte and Little, 1984),
resulting in chronic DNA damage induction in the cells and their progeny (Geard, 1975). Due
to the semi-conservative DNA replication, each chromatids of all chromosomes contains one
tritiated DNA strand at the first metaphase after *H-T incorporation (Fig 3A). At the second
metaphase in presence of *H-T, all chromosomes keep only one parental “cold” DNA strand of
one chromatid. Then, in the absence of recombination and selective pressure, the number of
chromosomes per cell containing one cold DNA strand diminishes progressively after each cell
cycle. Thus, along with further cell replications in presence of H-T, all chromosomes tend to
have incorporated two times more *H-T than that after the first round of 3H-T incorporation,
which is supposed to increase the rate of chronic DNA damage.

3H-T incorporation has been assessed by cellular autoradiography on metaphases
collected after 24h and 72h of cultures, when cells could have incorporated *H-T during no
more than one entire S phase, and up to three successive S phases respectively. As shown in
(Fig 3B), the numbers of silver grains/metaphase increased in a concentration- and time-
dependent manner in both NSPC and MEF cultures, evidencing the successive rounds of 3H-T

incorporation. However, important variations in the number of silver grains per metaphase were
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observed at the highest concentrations of *H-T in both NSPC and MEF, thereby evidencing
delays in transition from S to M phase at 24h, as well as delays in the whole cell cycle
progression at 72h. These effects were more marked in XIf-/- cells (Fig 3B). Accordingly,
metaphase indexes decreased in a concentration and time-dependent manner (Fig 3C),
confirming the effects of *H-T incorporation on the cell cycle. As observed with y-radiation,
this decrease was associated with NSPC apoptosis, which was enhanced in XIf-/- NSPC. By
contrast only a low level of apoptosis was observed in MEF cultured with the highest 3H-T
concentration tested (1.85 KBg/mL) in XIf-/- MEF (Fig 3D), confirming the differences in
apoptosis induction between NSPC and MEF in response to DNA damage.

As shown in Table 1, ®H-T induced both chromatid breaks, and chromosome-type
aberrations consisting mostly in chromosome breaks. Chromatid breaks were detected at both
24h and 72h after ®H-T addition in the culture medium, whereas chromosome breaks were
significantly increased only after 72h, showing that both types of aberrations were directly the
consequences of decays from 3H-T incorporated into DNA (ie. from DSBs induced during
either S or G2 phase for chromatid breaks and before the last S phase in presence of *H-T for
chromosome-type aberrations).

Both types of aberrations were increased in XIf-/- cells as compared to wt cells (Fig 3E),
evidencing the importance of XIf for the repair of DNA damage induced by *H-T decays all
along the cell cycle. Additionally, a few dicentrics were observed at the highest *H-T
concentrations in metaphases of XIf-/- cells, confirming once again the decreased fidelity of
DNA repair in the absence of XIf in both NSPC and MEF when exposed to high genotoxic stress
(Table 1).

As a consequence of differences in the composition of their respective culture media,
3H-T incorporation was two times greater after 24h in MEF than in NSPC at each 3H-T
concentration (Fig 3B). Therefore, to evidence differences in the effects of *H-T between MEF
and NSPC, we compared chromosome instability in conditions leading to similar levels of *H-
T incorporation in the two types of cells: NSPC cultured with 0.74 KBg/mL vs MEF cultured
with 0.37 KBg/ml (Fig 3F). In these conditions, a low apoptosis was induced in wt NSPC
cultures (less than 10%) (Fig 3D), which presented a decrease of the metaphase index similar
as that in wt MEF (around 30%) (Fig 3C), but a lower number of chromosome aberrations (Fig
3E and F). Strikingly, no chromosome breaks were detected after 72 h in wt NSPC cultures,
whereas around 20 % of wt MEF metaphases contained one chromosome break, indicating a

lower chromosome instability in NSPC than in MEF cultured with *H-T.
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Adaptive response to 3H-T incorporation reduced chromatid-breaks in irradiated NSPC
but not in irradiated MEF

Interestingly, despite the increase of the amount of 3H-T incorporated into metaphase
chromosomes from 24h to 72h due to its presence in both parental and neo-synthesized DNA
strands at 72h (Fig 3B), the number of chromatid breaks per metaphase did not increase in both
NSPC and MEF cultures at any concentration tested and whatever their XIf status (Fig supp. 1).
This suggests that both types of cells developed an adaptive response to the chronic genotoxic
stress, reducing therefore the number of chromatid-type aberrations induced by the radioactive
decays of *H-T during S and G2 phase, independently of their XIf status.

Human blood lymphocytes cultured with 3H-T have been previously shown to develop
an adaptive response decreasing the chromatid breaks induced by high dose of X-rays (Olivieri
et al., 1984). To further explore the possible development of such adaptive response in NSPC
and MEF, cells that had been cultured for 48h with 3H-T were y-irradiated (1 Gy) and
metaphases were collected at 3h PI (Fig 4A). In the aim to compare the effects of similar *H-T
incorporation rates in the two types of cells, NSPC were cultured with *H-T at 0.74 KBg/mL
and MEF with 3H-T at 0.37 KBg/mL. Ten to twenty times more chromatid breaks were found
in 1 Gy-irradiated cells as compared to non-irradiated cells cultured with 3H-T (Fig 4B, 4C and
Fig supp. 1). Tritium contamination did not change the number of chromatid breaks induced by
y-radiation in MEF (Fig 4B). By contrast, y-irradiated wt NSPC that had previously
incorporated 3H-T showed less chromatid- and chromosome-type aberrations than control cells
(Fig 4C). This effect was not related to higher level of apoptosis (Fig 4D), nor to stronger
activation of the G2/M checkpoints (Fig 4E), indicating therefore that *H-T incorporation
increased the DNA repair capacity of NSPC. This effect was not observed in XIf-/- NSPC (Fig
4C), indicating that this effect depends on XIf.

Altogether these data suggest that both NSPC and MEF developed an adaptive response
to chronic DNA damage that allowed NSPC, but not MEF, to reduce chromosome instability

induced by subsequent high dose of y-radiation exposure.

Maintenance of chromosome stability is more efficient in long term cultures of NSPC with
3H-T than in MEF

We then compared the long-term consequences of chronic DNA damage on NSPC and
MEF cultures. To this end, cells were cultured for 7 days with *H-T at 0.74 KBg/mL and 0.37
KBg/mL respectively. Telo-FISH staining and cellular autoradiography were performed on
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metaphases recovered at days 1, 3, 5 and 7 (Fig 5A). The number of silver grains per metaphase
increased with time in wt, as well as in XIf-deficient cells (Fig 5B), confirming that the *H-T
concentrations used allowed the determination of the progressive effects of many successive
rounds of incorporation in our different types of cells.

As shown on Fig 5C, apoptosis was chronically induced at low levels in wt NSPC
cultures and at higher levels in that of XIf-/- NSPC, but not in that of MEF whatever theirs XIf
status, consistently with the data obtained at earlier times after contaminations (Fig 3D).
Interestingly, mitotic index of wt NSPC was slightly decreased in presence of *H-T, but
remained stable over time (Fig 5D). By contrast, mitotic index XIf-/- NSPC but also that of wt
and XIf-/- MEF decreased constantly.

The number of chromatid breaks induced by tritium incorporation per metaphase was
higher in XIf-/- MEF than in wt MEF (Fig 5E). These numbers remained stable in metaphases
collected at day 3, as compared to those collected at day 1 for the two types of cells (Fig 5E),
confirming the induction of an adaptive response to the chronic genotoxic stress independently
of the XIf status. However, it increased thereafter both in wt MEF and XIf-/- MEF. Besides, the
number of chromosome breaks increased at day 3 (Fig 5F), and remained stable thereafter in wt
MEF, but increased with time in XIf-/- MEF, together with the appearance of dicentrics at day
7 in these cells (Fig 5G). Consequently, the percentage of cells without any chromosome
aberrations decreased with time in both wt and XIf-/- MEF, when the percentage of highly
damaged cells containing both chromatid- and chromosome-type aberrations increased
progressively, especially in XIf-/- MEF cultures (Fig 6 and supp.2). Altogether, these data
demonstrate that despite the initial development of an adaptive response, chronic DNA damage
led a progressive loss of control of chromosome stability with cell divisions in wt MEF cultured
with *H-T, which was aggravated by XIf-deficiency.

On the contrary, wt NSPC cultured with 3H-T showed a constant decrease in
chromosome aberrations after day 1, which was mainly related to a significant decrease in
chromatid breaks (Fig 5H). Besides, the number of chromosome breaks per metaphase
remained stable and lower to that found in wt MEF (Fig 51). Consequently, after 7 days in
culture with 3H-T, more than 82% of wt NSPC did not present any chromosome aberration (Fig
6 and supp.2) vs. only 27% of wt MEF.

By contrast, XIf-/- NSPC cultured with *H-T showed a stably elevated number of
chromatid breaks (Fig 5H), and a significant increase with time of both chromosome breaks
(Fig 61) and dicentrics (Fig 5J). Consequently, the percentage of surviving XIf-/- NSPC without
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any chromosome aberration decreased along with the apparition of some cells containing both
chromatid- and chromosome-type aberrations (Fig 6 and supp.2), showing a progressive
increase in chromosome instability and therefore the importance of XIf for the maintenance of
genome stability.

Finally, multi-FISH analysis on metaphases recovered after 7 days in culture with 3H-T
(Fig 5K) did not show any chromosome rearrangements in wt NSPC, whereas such
chromosome aberrations were detected in a significant percentage of the other cell types
including wt MEF (Fig 5L and M).

Altogether these data show that contrary to MEF, in which chronic DNA damage
induced a progressive loss of chromosome stability, NSPC cultured with *H-T maintained more
efficiently their chromosome stability at long-term. This appears to rely on a better capacity to
face DNA damage, further increased by the development of an adaptive response.

These data confirm therefore that NSPC developed an adaptive response to chronic
DNA damage induced by *H-T incorporation into their DNA, which reduced the number of
chromatid breaks detectable at the following metaphases. Together with checkpoint activation
and apoptosis induction, this adaptive response allowed NSPC to maintain their chromosome
stability, and thereby enabled wt NSPC to proliferate without any detectable chromosomal
aberrations. This adaptive response was at least partially abolished by XIf deficiency.

Interestingly, the high level of apoptosis and the strong activation of cell checkpoints
could not prevent the increase of chromosome-type aberrations in XlIf-/- NSPC, clearly
demonstrating the importance of XIf for NSPC to maintain their genetic stability at long-term

when they are exposed to chronic DNA damage.
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Discussion

Genome stability of NSPC has been long time considered to be crucial for brain
development and homeostasis. However, recent studies have identified recurrent DSB clusters
in dividing NSPC, which may underlie the diversity of neuronal cell types and have a role in
neuronal physiology through a mechanism reminiscent to V(D)J recombination involving
NHEJ (Alt and Schwer, 2018; Wei et al., 2016, 2018). This raised the interest in understanding
on how NSPC sense and repair DSB and how this mechanism could be altered by environmental
genotoxic stress caused by pollutants or ionizing radiation during brain development. This is
particularly emphasized by the observation that many of these recurrent DSB clusters are
located in chromosome regions containing genes involved in the etiology of
neurodevelopmental and psychiatric disorders and cancers (Alt and Schwer, 2018; Wei et al.,
2016, 2018).

We have shown here that embryonic mouse NSPC have significantly higher capacity
than MEF to maintain their chromosome stability in response to acute (y-radiation), as well as
chronic (*H-T incorporation) genotoxic stress. This appears to rely on a higher DNA repair
activity further enhanced by an adaptive response. Together with apoptosis, which is induced
in NSPC but not in MEF in response to DNA damage, this prevented the progressive
development in NSPC of the generalized chromosome instability observed in MEF cultures
with ®H-T at long-term.

By using different methods, several reports have shown that the DDR of pluripotent and
multipotent stem cells differs from that of other somatic cells and allows an efficient
maintenance of their genomic integrity (Lan et al., 2012; Mandal et al., 2011; Vitale et al., 2017,
Wyles et al., 2014; Zou et al., 2012). It has Irradiated NSPC have been reported to have a faster
DSB repair activity, monitored by quantification of DSB repair foci (Kashiwagi et al., 2018).
Here, we have used molecular cytogenetic approaches to examine genetic stability at the
chromosomal level. The main limitations of these techniques are that they can be performed
only on metaphase spreads and cannot detect small rearrangements or intra-chromosomal
rearrangements. However, they can evidence complex karyotypes and structural abnormalities,
allowing us to highlight important variations in the maintenance of chromosome stability
between MEF and NSPC.

Interestingly, these variations occurred particularly during late S and G2/M phase. It is

therefore tempting to propose that the higher capacity of NSPC to repair radio-induced DNA
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breaks during S-G2 phase results from an adaptation of the DNA repair machinery to the high
rate of recurrent DNA breaks within large and late replicating genes reported by Wei and
colleagues in these cells (Wei et al., 2016).

Cultures of NSPC with 3H-T represent a highly relevant in vitro model to study the
effect of chronic genotoxic stress on the developing brain. One of the main interests of our study
is that we compared, for the first time to our knowledge, the response to chronic genotoxic
stress of proliferating embryonic NSPC to that of another type of proliferating embryonic, non-
stem cells.

NSPC are well known to be highly prone to radiation-induced apoptosis, as an alternate
outcome to non-repaired DNA damage (Acharya et al., 2010; Gatz et al., 2011; Nowak et al.,
2006; Roque et al., 2012; Semont et al., 2004; Sokolov and Neumann, 2013), contrary to MEF
(Kashiwagi et al., 2018). Consistently, we showed that *H-T incorporation triggered a dose-
dependent apoptosis in NSPC, but not in MEF. This apoptosis clearly prevented the
proliferation of NSPC accumulating chromosome aberrations at long-term cultures with 3H-T.
Conversely, we showed that the lack apoptotic response favored the accumulation of
chromosome aberrations in MEF. Together with a lower DNA repair capacity this contributed
to a dramatic decrease of the percentages of cells without any chromosome aberrations in MEF
cultured with *H-T at long-term.

Our cytogenetic data are clearly in accordance with a major role of XLF in NHEJ since:
1) XIf deficiency highly increased the chromosome instability induced by acute, as well as
chronic genotoxic stress in both NSPC and MEF ; ii) we showed that XLF loss reduced the
DNA repair fidelity at intermediate dose (1Gy) of y-radiation, as well as at high rates of *H-T
incorporation in both types of cells, iii) they also revealed the importance of XLF for the repair
of chromatid breaks occurring either spontaneously, after y radiation, or 3H-T decays during
the late S and G2 phase. . However, we found that the consequences of XIf deficiency on
chromosome instability were less severe in NSPC than in MEF in response to y radiation, as
well as in short term cultures with 3H-T, suggesting a variation of its requirement for DNA
repair in function of the cell type. This is further emphasized by the lower level of basal
chromosome instability observed in cultures of XIf -/- NSPC as compared to XIf -/- MEF.
Overall, XIf deficiency altered moderately the basal level of DNA repair in cultures of XIf-/-
NSPC, consistently with the mild impact on brain development of XIf deficiency leading only
to a few apoptotic cells detected in the embryonic brain (Abramowski et al., 2018; Liu et al.,
2017). This mild in vivo effect has been related to redundant functions between XLF and PAXX
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in DNA-end tethering (Abramowski et al., 2018; Liu et al., 2017) suggesting that one possible
explanation for the differential effects of XLF loss on DNA repair in MEF and NSPC should
be sought in different levels of expression of PAXX between the two types of cells.

Adaptive response has been initially defined as the resistance to high doses of radiation
acquired by different cell types after an exposure to low doses of ionizing radiation (Devic et
al., 2018; Ikushima et al., 1996 for review), we showed here that an adaptive response was also
developed by NSPC to reduce the effects of long-term chronic genotoxic stress. Different end
points, ie. DNA damage foci, cell killing, mutation induction, micronuclei formation,
chromosome aberration induction have been used to evidence this effect (Gajendiran et al.,
2001; Nenoi et al., 2015; Olivieri et al., 1984; Schwarz et al., 2008; Stoilov et al., 2007; Zhao
et al., 2015). Cytogenetic adaptive response expressed in late S or G2 reducing the yield of
chromatid-type aberrations induced by high dose of X radiation has been thus reported in
lymphocytes cultured with 3H-T (Olivieri et al., 1984), as well as in lymphocytes, bone marrow
cells and germinal cells after low dose of ionizing radiation (Faroogi and Kesavan, 1993;
Jacquet et al., 2008). In line with these data, we have shown that 48h in culture with 3H-T
reduced the number of chromatid breaks induced by 1Gy of y-radiation in NSPC. This
cytogenetic adaptive response was not refound in XIf-/- NSPC confirming the role of NHEJ in
the adaptive response reported by previous studies in other cell models and by other methods
(Klammer et al., 2010, 2012; Shelke and Das, 2015). It has been thus reported that in resting
human peripheral blood mononuclear cells exposed to a priming dose of 0.1 Gy followed by a
challenging dose of 2 Gy showed significantly increased expression of the proteins involved in
NHEJ between primed and non-primed cells (Shelke and Das, 2015).

In our study, MEF differed from NSPC by not developing a cytogenetic adaptation after
a challenging dose of 1 Gy, although previous studies have reported an adaptive response after
low dose radiation in these cells by using a plasmid end-joining assay (Klammer et al., 2010,
2012). This apparent discrepancy between these studies and ours may be explained by the
difference in the endpoints used. Moreover, the authors also revealed that the effect they
observed occurred only within a narrow window of X ray doses (Klammer et al., 2012),
suggesting that it may be too low to be detected after the challenging dose we used by
cytogenetic methods in MEF. This is further sustained by our observation that MEF, similarly
as NSPC, developed an adaptive response to chronic DNA damage evidenced by the
stabilization of the number of chromatid breaks observed in successive metaphases despite the

increase amount of *H-T incorporated into their DNA.

137



To conclude, our data indicate that embryonic mouse NSPC can more efficiently than
MEF face a large number of DSB and resist to chronic genotoxic stress at long-term.
Comparative transcriptomic and proteomic studies of the different factors engaged in the DNA
damage response, and particularly NHEJ, should probably give new mechanistic insights on
these differences between the two types of cells. Further studies should determine whether long-
term chronic genotoxic stress caused by *H-T alters the stem cell potential, and or induces the
selection of particular subpopulations of NSPC. This should prove to be very useful in
understanding the effects on brain development of chronic exposure to DNA damaging agents.
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Legends to figures

Figure 1: Apoptosis contributes to preserve chromosome stability in irradiated NSPC
cultures, but not in irradiated MEF cultures.

A. Proliferation rate in NSPC and MEF cultures

Population doublings curves of NSPC and MEF cultures, as well as their Xlf-deficient
counterparts.

B. Basal chromosome instability in NSPC and MEF metaphases

Bar graph representing chromatid breaks and chromosome breaks per metaphase in cultures of
NSPC and MEF. Each data point represents the mean+ S.E.M of 400 to 500 metaphases.
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*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test.

C. Radiation-induced apoptosis at 24h Pl

Bar graph representing the percentage of radiation-induced apoptotic cells with activated
caspase 3/7 (from 873 to 7667 cells were analyzed per condition). Each data point represents
mean = SEM (n=6). **p<0.01 by Mann—Whitney test. Data are representative of 2 independents
experiments.

D. Chromosome instability in NSPC and MEF metaphases at 24h Pl

Bar graph representing chromosome breaks, chromatid breaks and dicentrics per metaphase in
cultures of wt and XIf-/- NSPC and MEF at 24h PI. Each data point represents the mean = S.E.M
of 50 metaphases. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test. Data are
representative of 2 independents experiments.

E. Distribution of chromosome aberrations levels

Stacked bar graph showing the percentage of metaphases with various levels of chromosome
aberrations at 24h PI. 50 metaphases were analyzed in each condition.

F. Cell checkpoints activation in NSPC and MEF cultures at 24h PI

Metaphase index as percentage of control in NSPC and MEF cultures at 24h PI. At least 1000

cells were analyzed per condition.

Figure 2: NSPC exhibit a higher DNA repair capacity than MEF from late S to G2 phase,
which is partially associated to XLF activity.

A. Radiation-induced apoptosis at 3h PI

Bar graph representing the percentage of 1Gy-induced apoptotic cells with activated caspase
3/7. (from 1261 to 11169 cells were analyzed per condition). Each data point represents mean
+ SEM (n=6). p>0.05 by Mann-Whitney test.

B. Chromosome instability in NSPC and MEF metaphases at 3h Pl

Bar graph representing chromatid breaks and chromosome breaks per metaphase in cultures of
wt and XIf-/- NSPC and MEF at 3h PI. Each data point represents the mean+ S.E.M of 50
metaphases. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test. Data are representative of
2 independents experiments.

C. Distribution of chromosome aberrations per metaphase

Stacked bar graph demonstrating the percentage of metaphases with various level of
chromosome aberrations at 3h PI. 50 metaphases were analyzed in each condition.

D. Cell checkpoints activation in NSPC and MEF cultures at 3h Pl
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Metaphase index as percentage of control in NSPC and MEF cultures at 3h PI. At least 1000
cells were analyzed per condition.

E. Radial figures in NSPC and MEF cultures at 3h Pl

Bar graph representing radial figures per metaphase in cultures of wt and XIf-/- NSPC and MEF
at 3h PI. Each data point represents the mean+ S.E.M of 50 metaphases. ***p<0.001 by

Kruskal-Wallis test. Data are representative of 2 independents experiments.

Figure 3: Similar level of *H-T incorporation induced less chromosome aberrations in
NSPC than in MEF.

A.2H-T incorporation model

Schematic representation of several rounds of °H-T incorporation into chromosomes as
supposed by the semi-conservative DNA replication pattern.

B. Amount of incorporated *H-T into chromosomes

Boxplot representing the numbers of silver grains per metaphase in wt and XIf-/- NSPC and
MEF, 24h and 72h after ®H-T contamination as revealed by cellular autoradiography. Each
boxplot represents 90™ percentile of the data set and the line through the box represents the
median (n = 50 metaphases analysed per condition). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by
Kruskal-Wallis test. Data are representative of 2 independents experiments.

C. Cell checkpoints activation in NSPC and MEF cultures

Metaphase index as percentage of control in NSPC and MEF cultures, 24h and 72h after *H-T
contamination. At least 1000 cells were analyzed per condition.

D. ®H-T-induced apoptosis

Bar graph representing the percentage of ®H-T-induced apoptotic cells with activated caspase
3/7 (from 774 to 3370 cells were analyzed per condition). Each data point represents mean *
SEM (n=6). *p<0.05, **p<0.01 by Mann-Whitney test.

E. Distribution of chromosome aberrations levels

Stacked bar graph showing the percentage of metaphases with various level of chromosome
aberrations. 50 metaphases were analyzed in each condition.

F. Chromosome instability in NSPC and MEF metaphases

Bar graph representing chromatid breaks and chromosome breaks per metaphase in cultures of
wt and XIf-/- NSPC and MEF, 24h and 72h after *H-T contamination. NSPC cultured with 0.74
KBg/ml vs MEF cultured with 0.37 KBg/ml leading to similar levels of *H-T incorporation in
the two types of cells. Each data point represents the mean + S.E.M of 50 metaphases. *p<0.05,
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**p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test. Data are representative of 2 independents

experiments.

Figure 4: Prior incorporation of 3H-T reduced chromosome aberrations in irradiated
NSPC but not in irradiated MEF.

A. Experimental scheme

NSPC and MEF were cultured with ®H-T at 0.74 KBg/mL and 0.37 KBg/ml respectively during
48h and then 1Gy-irradiated. Cells were analyzed at 3h PI.

B, C. Chromosome aberrations at 3h Pl in 3H-T contaminated and non-contaminated
MEF (B) and NSPC (C)

Bar graph representing chromatid breaks and chromosome breaks per metaphase. Stacked bar
graph representing the percentage of metaphases with various level of chromosome aberrations
in culture of wt and XIf-/- MEF (B) and NSPC (C) at 3h PI. Each data point represents the
mean+ S.E.M of 50 metaphases. *p<0.05, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test. Data are
representative of 2 independents experiments.

D. Radiation-induced apoptosis at 3h PI

Bar graph representing the percentage of induced apoptotic cells with activated caspase 3/7 at
3h PI. Each data point represent mean = SEM (n=6). p>0.05 by Mann—-Whitney test.

E. Cell checkpoints activation in NSPC and MEF cultures at 3h Pl

Metaphase index as percentage of control in NSPC and MEF cultures at 3h PI.

Figure 5: Better maintenance of chromosome stability in NSPC as compared to MEF after
long-term culture with 3H-T.

A. Experimental scheme

NSPC and MEF were cultured during 7 days with ®H-T at 0.74 KBg/mL and 0.37 KBg/mL
respectively. Medium and 3H-T contamination were renewed at days 2, 4 and 6. Cells were
analysed at days 1, 3, 5 and 7.

B. Amount of incorporated 3H-T into chromosomes

Boxplot representing the numbers of silver grains per metaphase in WT and XIf-/- NSPC and
MEF. Each boxplot represents 90th percentile of the data set and the line through the box
represents the median (n = 50 metaphases analysed per condition). *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 by Kruskal-Wallis test.

C. 3H-T-induced apoptosis
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Percentage of H-T-induced apoptotic cells with activated caspase 3/7 (from 852 to 11170 cells
were analyzed per condition). Each data point represent mean + SEM (n=6). *p<0.05, **p<0.01
by Mann-Whitney test.

D. Cell checkpoints activation in NSPC and MEF cultures

Metaphase index as percentage of control in NSPC and MEF cultures.

E, F, G. Chromosome instability in MEF metaphases

Bar graph representing chromatid breaks (E), chromosome breaks (F) and dicentrics (G) per
metaphase in culture of wt and XIf-/- MEF. Each data point represents the mean = S.E.M of 50
metaphases. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test.

H, 1, J. Chromosome instability in NSPC metaphases

Bar graph representing chromatid breaks (H), chromosome breaks (1) and dicentrics (J) per
metaphase in culture of wt and XIf-/- NSPC. Each data point represents the mean + S.E.M of 50
metaphases. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test.

K, L, M. Translocations level in NSPC and MEF culture after 7 days of culture with 3H-
T

(K) Example of M-FISH karyogram from XIf-/- NSPC cultured with *H-T during 7 days. White
arrow indicates a translocation between the chromosome 2 and 11. (L) Bar graph representing
translocations rate per metaphase in culture of wt and XIf-/- NSPC and MEF. Each data point
represents the mean + S.E.M of 30 metaphases. *p<0.05, by Kruskal-Wallis test. (M) Stacked
bar graph demonstrating the percentage of metaphases with various level of translocations.

Figure 6: Long term culture with 3H-T lead to progressive loss of chromosome stability in
MEF and better preservation of genetic integrity in NSPC.

3D bar graph showing the distribution of chromatid- and chromosome-type aberrations per
metaphase in NSPC and MEF cultured with *H-T during 7 days.

Table 1: chromatid breaks (CTB), chromosome breaks (CSB) and dicentrics per metaphase in
culture of wt and XIf-/- NSPC and MEF cultured with 3H-T for 24h and 72h. Each data point

represents the mean + S.E.M of 50 metaphases, statistical analysis by Kruskal-Wallis test.

Figure supp. 1: No increase of chromatid breaks from 24h to 72h in both NSPC and MEF,

whatever their XIf status.

Bar graph representing chromatid breaks per metaphase in cultures of wt and XIf-/- NSPC and

146



MEF, 24h and 72h after ®H-T contamination. Each data point represents the mean = S.E.M of
50 metaphases. p>0.05 by Kruskal-Wallis test. Data are representative of 2 independents

experiments.

Figure Supp. 2: Evolution of basal chromosome aberrations distribution in NSPC and

MEF cultures.
3D bar graph showing the distribution of chromatid- and chromosome-type aberrations per

metaphase in NSPC and MEF cultured during 7 days.
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Figure6
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Table 1

®H-T (KBg/mL)

0 0.185 0.37 0.74 1.85
CTB 0.02+£0.02  0.05+0.03  0.13+0.05 0.18 £ 0.05 ('p = 0.02) 0.28 +0.07 ("p <0.001)
wt  |CSB 0.00+0.00  0.00+0.00  0.00=0.00 0.02 +0.02 0.06 +0.03
24h Dicentrics [ 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00
CTB 0.05+0.03  0.09+0.04 0.17=0.05 0.40 = 0.08 (p <0.001, ¥p = 0.01) 0.55+0.10 ("p <0.001,Yp = 0.02)
XIf-I- [csB 0.02+0.02  0.02+0.02  0.02+0.02 0.02 +0.02 0.03 +0.02
NSPC Dicentrics [ 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00
CTB 0.02+0.02  0.07+0.04  0.10=0.04 0.10+0.04 0.16 +0.05 (p = 0.03)
wt  |CSB 0.00+0.00  0.00+0.00  0.00=0.00 0.03 +0.02 0.04+0.03
79h Dicentrics | 0.00 = 0.00 0.02 = 0.02 0.00 = 0.00 0.00 + 0.00 0.02 +0.02
CTB 0.03+0.02  0.13+0.04  0.14+£0.05  0.28+0.06 (p <0.001, 'p = 0.006) 0.73 +0.19 (*p <0.001, ¥p <0.001)
XIf-I- [CsB 0.02+0.02  0.02+002 0.10£0.04  0.23+0.08 (p <0.001, *p = 0.002) 0.43 +0.10 ("p <0.001, ¥p <0.001)
Dicentrics| 0.00£0.00 _ 0.00+0.00 _ 0.02+0.02 0.02 + 0.02 0.07 = 0.05 (p = 0.004)
CTB 0.13+0.06  0.12+005  0.28=0.07 0.56 = 0.11 (°p = 0.009) 1.02+0.19 ("p <0.001)
wt  |CSB 0.00+0.00  0.06+0.04  0.04=0.03 0.04 +0.03 0.08 +0.04
24h Dicentrics| 0.00%0.00  0.00+0.00 _ 0.00 +0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00
CTB 0.17+£0.07  0.30+0.08  042=0.08 0.94 + 0.15 (p <0.001) 1.66 + 0.28 ('p <0.001, ¥p = 0.02)
XIf-I- [CsB 0.07+0.05  0.06+0.03  0.06+0.03 0.16 + 0.06 0.16 +0.05
MEF Dicentrics| 0.00£0.00  0.00+0.00 _ 0.00 £ 0.00 0.00  0.00 0.00 + 0.00
CTB 0.13+0.06  0.06+0.03  0.14=0.06 0.40 + 0.07 ('p = 0.02) 0.64 +0.12 ('p = 0.002)
wt  |CSB 0.00+£0.00  0.10£0.04  024+0.07 0.30 = 0.08 (*p = 0.02) 0.32 = 0.07 (p = 0.006)
2h Dicentrics| 0.00£0.00  0.00+0.00 _ 0.00 £ 0.00 0.04+0.03 0.08 = 0.04
CTB 0.20+0.07  0.24+007  030=0.07 0.66 +0.14 (*p = 0.03) 1.46 +0.21 (*p <0.001, ¥p <0.001)
XIf-I- |cSB 0.07+005  0.16+007 036010  0.72+0.12 (p <0.001, 'p = 0.002) 1.18 +0.16 (p <0.001, ¥p <0.001)
Dicentrics| 0.00%0.00  0.06+0.03 _ 0.00 + 0.00 0.08 + 0.05 0.34 +0.08 (p <0.001)

" value from non-contaminated control, 'p value from wt control by Kruskal-Wallis test
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Figuresupp. 2
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3.2.3 Discussion article 2 : Comparaison de Pinstabilité
chromosomique des CSPN et des MEF in vitro, en réponse a un
stress radiatif aigu ou chronique

Les CSPN maintiennent plus efficacement leur stabilité chromosomique que les MEF

apres un stress radiatif aigu ou chronique

De par leur réle essentiel dans le développement et leur capacité d’autorenouveélement
et de différenciation, les cellules souches nécessitent un maintien strict de leur stabilité
génétique (Rocha et coll., 2013). La réponse des cellules souches aux dommages a I’ADN a été
largement étudiée, notamment aprés exposition a un stress génotoxique comme les radiations
ionisantes. Ces études ont permis de mettre en évidence une réponse robuste aux dommages a
I’ADN au niveau de différents types de cellules souches (Wyles et coll., 2014 ; vital et coll.,
2017). Les conclusions qui ont émergées de ces études impliquent une meilleure réparation de
I’ADN au niveau des cellules souches. De plus, quand les dommages ne sont pas réparés, les
cellules souches évitent leur amplification et leur transmission en déclenchant soit une apoptose
ou une perte de pluripotence par une différenciation prématurée (Cho et coll., 2013 ; Lin et
coll., 2005 ; Wyles et coll., 2014 ; vitale et coll., 2017). Il a été démontré que les cellules
souches embryonnaires (CSE) réparent différentes formes de dommages a I’ADN de fagon plus
efficace que les cellules différenciées grace a une expression augmentée des composants de la
machinerie de réparation de 'ADN (Maynard et coll., 2008 ; Fan et coll., 2011). Les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) montrent également une augmentation de leur capacité de
réparation de ’ADN en passant d’un état de quiescence vers un €tat activé (Beerman et coll.,
2014).

Ici, nous avons montré que les CSPN présentent moins d’aberrations chromosomiques
que les MEF aprés un stress génotoxique aigu ou chronique. En 1’absence d’apoptose, cela
indique que les CSPN réparent les dommages a I’ ADN radio-induits de fagon plus efficace que
les MEF. Nos résultats sont accord avec une étude récente qui a démontré une réparation plus
rapide des CDB radio-induits dans les CSPN que dans les MEF, qui serait due a une plus forte
activité NHEJ, comme indiqué par une activité DNA-PKcs plus élevée dans les CSPN que dans
les MEF (Kashiwagi et coll., 2018).
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En revanche, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que le stress génotoxique a
induit moins d’aberrations chromosomiques dans les CSPN que dans les MEF, cela pourrait
notamment étre expliqué par un faible taux de ROS radio-induit dans les CSPN. En effet, il a
été préecédemment décrit que les CSH limitent le stress oxydatif par activation des voies ATM
et FoxO (Ito et coll., 2004 ; Tothova et coll., 2007). De méme, les CSE présentent une plus
grande résistance aux dommages a I'ADN induits par le stress oxydatif et les RI que les
fibroblastes (Saretzki et coll., 2004). Il serait donc intéressant de quantifier les ROS radio-
induits dans les CSPN et les MEF afin de comparer leur sensibilité au stress oxydatif.

Le maintien de la stabilité génétique dans les cellules souches passe également par le
déclenchement de 1’apoptose, qui permet I’¢limination des cellules les plus endommagées. En
effet, en réponse a une irradiation, une forte augmentation de I’apoptose a déja ét¢ décrite dans
les CSE (Filion et coll., 2009 ; Momcilovic et coll., 2010), les CSH (Cho et coll., 2013) et les
CSPN (Nowak et coll., 2006 ; Acharya et coll., 2010 ; Rousseau et coll., 2012). En accord avec
ces données, nous avons montré une augmentation de 1’apoptose radio-induite dans les CSPN,
contrairement au MEF. Cela indique que le seuil de tolérance aux dommages a I’ADN est plus
bas dans les CSPN que dans les MEF et confirme le role de 1’apoptose dans 1’élimination des

CSPN instables.

D’autre part, une exposition aux radiations ionisantes entrave 1’autorenouvelement des
CSPN et entraine leur différenciation (Schneider et coll., 2013). Cela permettrait d’empécher
I’amplification des cellules souches endommageées. Il serait donc intéressant d’étudier I’impact

des deux stress genotoxiques, aigu et chronique sur le potentiel de différenciation des CSPN.

La voie HR qui utilise comme matrice un brin d’ADN homologue intact est considérée
comme une voie de réparation des CDB plus fidele que le mécanisme NHEJ. HR est
préférentiellement utilisée par les CSPN et les cellules souches embryonnaires (Orii et coll.,
2006). 1l serait donc intéressant de reproduire la méme étude en utilisant des cellules provenant
de souris déficientes pour un facteur impliqué dans le mécanisme HR, par exemple la protéine
Rad54.
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L’incorporation de la *H-T induit une réponse adaptative dépendante d’XIf dans les
CSPN

Il est maintenant admis que les effets des faibles doses d’irradiation sont différents de
ceux décrits par extrapolation des effets induits par les fortes doses d’irradiation (Vaiserman et
coll., 2018, Ji et coll., 2019). L’une des caractéristiques des faibles doses d’irradiation est leur
capacité a protéger les cellules contre les effets délétéres d’une exposition ultérieure a une forte
dose d’irradiation par un processus appelé réponse adaptative (Olivieri et coll., 1984 ; Wolf,
1998 ; Tapio et Jacob, 2007).

Le développement de la réponse adaptative est largement documenté et a été demontré
a la fois in vitro et in vivo dans plusieurs types cellulaires, comme les lymphocytes, les
fibroblastes, les kératinocytes et les cellules tumorales (Zhao et coll., 2015 ; Olivieri et coll.,
1984 ; Gajendiran et coll., 2001 ; Stoilov et coll., 2007, Schwarz et coll., 2008, Nenoi et coll.,
2015). Le développement de la réponse adaptative a été démontré par 1’évaluation de plusieurs
parametres  biologiques, notamment la prolifération/mort cellulaire, 1’instabilité
chromosomique, le stress oxydatif et I’expression des protéines de signalisation et de réparation
de I’ADN (Devic et coll., 2018). Paralléelement, de nombreux auteurs ont signalé une
hétérogéneité dans le développement de la réponse adaptative, qui pourrait étre en partie liee a
la radiosensibilité génétiqguement déterminée (Zhao et coll., 2015 ; Bosi et Olivieri, 1989;
Vijayalaxmi et coll., 1989).

Nos résultats montrent que l'instabilité chromosomique induite par la *H-T n'a pas
augmenté avec le temps, comme le supposait son incorporation croissante dans I'ADN, ce qui
laisse penser que les CSPN et les MEF ont développé une réponse adaptative. Il a été déja décrit
que la 3H-T induit une réponse adaptative dans les lymphocytes humains, qui une fois cultivés
avec la 3H-T présentent moins de cassures chromatidiennes induites par une irradiation X
ultérieure (Olivieri et coll., 1984). En corrélation, nous avons montré gqu'une incorporation
préalable de 3H-T dans I’ADN a réduit l'instabilité chromosomique induite par 1’irradiation y
dans les CSPN mais pas dans les MEF. De plus, nous avons montré qu’en 7 jours
d’incorporation de *H-T, le taux de d’aberrations chromosomiques dans les CSPN diminuait
progressivement, contrairement aux MEF qui présentaient sur le long terme une accumulation
de cellules fortement endommagées. Par conséquent, nous suggérons que la contamination par
la *H-T déclenche une réponse adaptative plus efficace dans CSPN que dans MEF. Cette
différence peut étre expliquee par les capacites supérieures des CSPN a réparer les CDB par

rapport au MEF. En effet, il a été démontré que le déclenchement de la réponse adaptative serait
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li¢ a une augmentation des capacités de réparation de I’ADN, conférée par 1’exposition
préalable a une faible dose d’irradiation (Ikushima et coll., 1996 ; Klammer et coll., 2010 ;
Bodgi et Foray, 2016 ; Devic et coll., 2018 ; Berthel et coll., 2019). Afin de mieux caractériser
le développement de la réponse adaptative, il serait intéressant d’effectuer une analyse
transcriptomique et protéomique, ce qui pourrait ainsi expliquer la différence entre les CSPN
et les MEF. Récemment, une étude de réponse adaptative sur des cellules mononucléées du
sang périphérique humaine au repos (G0-G1) a montré une augmentation significative de
I'expression des protéines impliquées dans NHEJ ; Ku70/Ku80, XRCC4, DNA-PKcs et la
ligase IV apres une irradiation a 2 Gy entre les cellules pré-exposees a une faible dose de 0.1
Gy et celles qui n’ont pas été pré-exposées. En revanche, 1’expression d’Artémis et d’XLF
n’était pas significativement augmentée, ce qui suggére que XLF n’est pas indispensable au
développement de la réponse adaptative dans les lymphocytes (Shelke et Das, 2015). A
I’inverse, nous avons montré que la déficience d’XLF a supprimé 1’effet protecteur de la *H-T
contre I’irradiation-y dans les CSPN. De plus, la réponse adaptative développée dans CSPN en
réponse a la contamination prolongée par *H-T est partiellement abolie par la déficience d’XLF.
Ainsi, nos résultats démontrent clairement 1'implication fonctionnelle d’XLF dans la réponse
adaptative induite par la ®H-T dans les CSPN, contrairement & ce qui a été décrit précédemment
dans les cellules mononucléées du sang périphérique humain au repos (Shelke et Das, 2015).
Cette différence pourrait s’expliquer par la différence du type cellulaire et/ou leur état

prolifératif.

Il convient également de souligner que certains auteurs considerent I'apoptose comme
un élément de la réponse adaptative dans la mesure ou elle permet d’éliminer les cellules
instables et de réduire le risque de cancer (Cregan et coll., 1999, Chen et Sakai, 2004). Nous
avons montré une légére augmentation de 1’apoptose dans les CSPN qui ont développé une
réponse adaptative a une contamination chronique par la ®H-T. La caractérisation de I’instabilité
chromosomique des CSPN dont I’apoptose est inhibée par inactivation de la protéine P53 ou
par I’utilisation d’un inhibiteur chimique des caspases, tel que le Z-VAD-FMK, permettrait de

révéler la contribution de 1’apoptose dans la réponse adaptative.
De facon intéressante, nous avons montré que contrairement au CSPN, les MEF

n’entrent pas en apoptose en réponse aux deux stress radiatifs. En effet, ’apoptose est une voie

de mort cellulaire tres spécifique qui dépend essentiellement de la protéine P53 et du type
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cellulaire (Devic et coll., 2016). L’élimination des cellules endommagées pourrait également
avoir lieu selon un mécanisme différent de I’apoptose comme la catastrophe mitotique ou
I’entrée en sénescence prématurée. L’étude de Iactivation de ces deux mécanismes dans les
CSPN et les MEF en réponse au stress radiatif devrait également expliquer les différences de
réponses entre les CSPN et les MEF.
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4. DISCUSSION GENERALE
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Le cerveau en développement est extrémement sensible a I’induction de dommages a
1’ ADN, ce qui se traduit par le développement de plusieurs pathologie neurodéveloppementales
(McKinnon et coll., 2017). Cependant, des études récentes suggerent également la survenue
d’une instabilité génétique controlée dans les CSPN avec un potentiel réle dans la physiologie
cérébrale (Wei et coll., 2016 et 2018 ; Alt et coll., 2018). Des études complémentaires sont donc
nécessaires afin de dévoiler les mécanismes régissant le contréle et le maintien de la stabilité
génétique des CSPN au cours du développement, ce qui pourrait permettre une meilleure
compréhension de la physiopathologie des maladies neuropsychiatriques. Le but principal de
ma thése était donc d’étudier la stabilité chromosomique des CSPN dans le cerveau

embryonnaire et apres exposition a un stress radiatif aigu ou chronique in vitro.

Stabilité chromosomique dans les CSPN embryonnaires

Nous avons montré une instabilité chromosomique dans les CSPN isolés du cerveau
embryonnaire, constituée essentiellement de cassures chromatidiennes. Ce qui montrent une
induction de dommages a I’ADN aprés réplication en S et G2. En paralléle, les CSPN cyclants
in vitro montrent une meilleure préservation de I’instabilité chromosomique par rapport au MEF
aprés un stress radiatif. Cela pourrait étre expliqué par une habituation des systémes de
réparation de I’ADN conférée par la réparation des dommages a I’ADN endogénes. Les CSPN
semblent disposer de meilleures capacités de réparation de I’ADN leur permettant de prendre
en charge un grand nombre de dommages a I’ADN induits de fagon aigue ou chronique. Cela
est en accord avec une récente étude qui a montré une cinétique de réparation plus rapide et une
plus forte expression de DNA-PKcs dans les CSPN que dans les MEF (Kashiwagi et coll.,
2018).

La maintenance de la stabilité génétique des CSPN ne se limite pas a une meilleure
réparation des dommages a I’ADN, mais implique également une sensibilité accrue a I’apoptose
radio-induite, déja décrite in vivo dans le cerveau embryonnaire aprés irradiation (Semont et
coll., 2004 ; Nowak et coll., 2006 ; Acharya et coll., 2010). Nos résultats démontrent également
une plus forte sensibilité a I’apoptose dans les CSPN que dans les MEF. L apoptose promeut la

stabilité chromosomique en éliminant les cellules les plus instables dans les cultures de CSPN.
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La réponse aux dommages a ’ADN des CSPN leur confere également la capacité de
résister a un stress chronique par le développement d’une réponse adaptative, que nous avons
mis en évidence in vitro en cultivant les cellules avec de la thymidine tritiée. La réponse
adaptative s’appuie sur une augmentation des capacités de réparation de I’ADN, conférée par
I’exposition a une faible dose d’irradiation (Shelke et coll., 2015, Devic et coll., 2018), et agit
conjointement avec I’apoptose pour maintenir un pool de cellules intactes. Vérifier I’induction
d’une réponse adaptative in vivo dans le cerveau en développement permettrait de mieux
comprendre la capacité des CSPN & maintenir leur stabilité génétique et a assurer un
développement normal du cerveau. Une étude a suggeré un mécanisme de réponse adaptative,
impliquant une augmentation du transfert de la protéine ATM du cytoplasme vers le noyau
(ATM nucleo-shuttling) (Bodgi et coll., 2016). L’immunomarquage de la protéine ATM
phosphorylée permettrait de montrer si I’incorporation de *H-T et I’activation de la réponse
adaptative dans les CSPN implique aussi la relocalisation d’ATM et ainsi une meilleure et/ou
plus rapide reconnaissance des CDB. Cette relocalisation d’ATM pourrait ne pas voir lieu et/ou
selon une cinétique plus lente dans les MEF, ce qui pourrait expliquer 1’absence et/ou la faible

efficacité de leur réponse adaptive.

L’exposition a une irradiation in utero a été associée a un changement de destin des
CSPN au cours du développement, en entrainant une neurogenése prématurée (Schneider et
coll., 2013), ce qui empéche 1’amplification des cellules souches endommagées. Dans ce
contexte, il serait intéressant d’étudier le potentiel de différenciation des CSPN apres exposition

a un stress chronique, afin de révéler s’ils ont gardé leur potentiel de cellules souches.

Nos résultats indiquent que la plupart des CSPN cyclants sont exempts d’aberrations
chromosomiques méme aprés 7 jours d’exposition a la *H-T. La technique de « Single cell RNA
Seq » permettra d’identifier une éventuelle sélection de cellules ayant un profil d’expression
particulier, notamment aprés une période plus longue (au-dela de 7 jours) de contamination.
Cela permettra en particulier de définir le risque de transformation tumorale des cellules

souches neurales exposées a un stress chronique.
De plus, un modele de ségrégation asymétrique des brins d’ADN a été proposé pour

permettre aux cellules souches d’éviter ’accumulation de 1ésions d’ADN dues aux erreurs de

réplication dans le brin neosynthétisé, en maintenant préférentiellement le brin « matrice » dans
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les cellules souches (Potten et coll., 2002). L’étude d’un tel mécanisme dans les CSPN en
réponse & un stress chronique (*H-T) permettrait de montrer si les dommages a I’ADN sont
asymeétriquement répartis dans les cellules filles, ce qui pourrait induire la différenciation de la
cellule fille la plus endommagée tout en préservant la cellule souche.

Dans leur ensemble, ces résultats démontrent le lien existant entre la maintenance de la
stabilité génétique et les fonctions essentielles des CSPN au cours du développement. En tant
que cellules différenciées et ayant un potentiel prolifératif restreint, les MEF seraient plus
permissives a ’instabilité génétique que les CSPN qui s’autorenouvellent pour assurer le
maintien du pool de cellules souches et qui se différencient pour générer des cellules

specialisées.

La déficience d’XLF conduit a une perte partielle de P’activité NHEJ, responsable

d’altérations neurocognitives et d’une radiosensibilité

Les modeéles de souris déficientes pour les facteurs du mécanisme NHEJ présentent des
phénotypes caractérisés par des dysfonctionnements de sevérité trés variée. Par exemple, une
déficience de XRCC4, ligase IV, Ku ou DNA-PKCs est associée a une altération de la
neurogeneése et une mort neuronale (Gao et coll., 1998 ; Gu et coll., 1999). Cependant, seule la
déficience de XRCC4 ou de la ligase IV conduit a une létalité embryonnaire (Gao et coll.,
1998). Quant aux souris déficientes pour XLF, elles sont viables et présentent une croissance
normale avec une légeére altération du systéme immunitaire (Li et coll., 2008). La variabilité de
ces phénotypes suggeére que I’'importance des facteurs en question pour la voie NHEJ est

également trés variable.

Nous avons montré dans 1’article 1, une augmentation de 1’apoptose dans le cerveau
embryonnaire des souris XIf-/- par rapport aux souris sauvages. Toutefois cette apoptose reste
trés inférieure a celle associée a la déficience de XRCC4 ou de la Ligase 1V (Gao et coll., 1998).
De plus, nos résultats de I’article 2 démontrent que malgré une trés forte augmentation de
I’instabilité chromosomique dans les CSPN XIf-/-, 3h aprés I’irradiation-y, la plupart des
cellules cyclantes a 24h de I’irradiation ont réparé la majorité des cassures radio-induites. Il
convient également de noter que les CSPN XIf-/- sont moins instables que les MEF XIf-/-. Dans
leur ensemble, nos résultats suggérent que :

- la déficience d’XLF ne provoque qu’une perte partielle de ’activité NHEJ,
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- Pactivité NHEJ résiduelle permet au cellules XIf-/- de réparer les CDB spontanées
et radio-induites,

- et que l'activité NHEJ résiduelle est plus ¢levée dans les CSPN XIf-/- que dans les
MEF XIf-/-.

Nos résultats ainsi que le phénotype Iégérement altéré des patients et des souris XIf-/-
montrent que la perte d’XLF n’abolit pas complétement la réparation par NHEJ et suggérent

I’intervention d’un ou plusieurs autres facteurs pour compenser son absence.

L'un de ces mécanismes comprend l'axe de réparation des CDB via ATM - H2AX -
53BP1. En effet, il a été montré que la déficience combinée de I'un de ces facteurs avec celle
d’XLF provoque de graves défauts de la recombinaison V(D)J et du développement
lymphocytaire, méme si la perte de l'une de ces protéines n'est individuellement pas
préjudiciable a ce processus (Zha et coll., 2011 ; Liu et coll., 2012 ; Oksenych et coll., 2012).
Plus récemment, une voie de compensation de la déficience d’XLF par la protéine PAXX a été
identifiée (Balmus et coll., 2016). PAXX est un paralogue de XRCC4 et d’XLF, nouvellement
identifié qui interagit avec Ku et permet de stabiliser les facteurs NHEJ sur la chromatine et
favorise la réparation de 'ADN par NHEJ (Ochi et coll., 2015). Les souris Paxx-/- sont viables
avec un développement normal. Cependant, les souris doublement déficientes pour XLF et
PAXX présentent une létalité embryonnaire due a une forte instabilité génétique et une apoptose
neuronale massive (Balmus et coll., 2016). Cela suggére donc une redondance fonctionnelle
entre XLF et PAXX. Ainsi, une évaluation de 1’expression des protéines impliquées dans la
voie NHEJ et plus particuliecrement PAXX permettrait d’identifier les voies permettant de
compenser la perte d’XLF dans les CSPN et les MEF, ce qui pourrait également expliquer le

phénotype légérement altéré des souris XIf-/-.

D’autre part, la déficience d’un ou plusieurs composants de NHEJ est associ¢e a un
niveau élevé de translocations. Cela est 1ié¢ a la mise en place d’un mécanisme de jonction
d’extrémités peu fidele, dénommé NHE] alternatif (Alt-NHEJ) (Boboila et coll., 2010 ; Simsek
et Jasin 2010). Nos résultats (article 2) indiquent la formation de plusieurs formes d’aberrations
chromosomiques dans les CSPN XIf-/- et MEF XIf-/- témoignant d’une réparation infidéle des
CDB : notamment les dicentriques et les radians apres irradiation-y et les translocations aprés
plusieurs cycles d’incorporation de la *H-T. Ainsi, nous ne pouvons pas exclure la possibilité
de I’activation de la voie de réparation par Alt-NHEJ dans les CSPN et MEF XIf-/-.
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Enfin, nos résultats ont montré que l’incorporation de *H-T induit une réponse
adaptative dans les CSPN mais pas dans les MEF. Les effets de la 3H-T démontrent bien que la
réponse aux dommages de I’ADN différe de maniére trés significative entre les CSPN et les
MEF. L’incorporation de *H-T représente donc un outil de choix pour I’étude du stress radiatif

chronique et la caractérisation des mécanismes actives.

Notre étude réalisée in vitro a clairement mis en évidence la radio-sensibilité des cellules
déficientes pour XIf, aussi bien dans les CSPN que dans les MEF. Parallélement, notre étude in
vivo a dévoilé que les CSPN XIf-/- était plus radiosensibles que les CSPN wt et ce dés la tres
faible dose de 10 mGy. L’ensemble de ces résultats dévoilent clairement qu’une faible
défaillance du systéme de réparation peut induire une radio-sensibilité non négligeable qui
devra étre prise en compte comme un facteur de radio-sensibilité individuelle au cours du

développement.
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5. CONCLUSION
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Au cours de mon projet de thése, je me suis intéressé a 1’é¢tude de la maintenance de la
stabilité génetique des CSPN dans le cerveau en développement et apres une exposition a un

stress radiatif aigu ou chronique in vitro.

Dans un premier temps, nous avons réussi a développer un protocole permettant
I’obtention de métaphases de CSPN directement aprés dissociation du cortex en
développement, sans culture cellulaire préalable. Cela permet de se rapprocher des conditions
physiologiques. C’est ainsi, que nous avons mis en évidence une instabilité chromosomique
dans les CSPN embryonnaires, qui est plus marquée au cours des premiers stades du
développement. Ces résultats viennent a I’appui de récentes études qui ont révelé la formation
de plusieurs clusters de CDB au sein des CSPN (Wei et coll., 2016 et 2018). Les auteurs de ces
études suggerent un mécanisme de recombinaison entre ces clusters de CDB, similaire a celui

du V(D)J, et qui serait responsable de la génération de la diversité neuronale (Alt et coll., 2018).

Au cours de mon travail de thése, j’ai également contribu¢ a 1’étude des atteintes
neurologiques associées a la déficience d’XLF, un membre du complexe de ligature lors du
mécanisme NHEJ. Les souris transgéniques déficientes pour XLF ont été déja caractérisées (Li
et coll., 2008), cependant, les conséquences neurologiques de la perte d’XLF restent largement
méconnues. Dans ce projet, nous avons mis en évidence des atteintes neurocognitives chez les
souris XIf-/-. Pour la premiére fois, nous avons montré une augmentation de 1’instabilité
chromosomique des CSPN dans le cerveau embryonnaire des souris XIf-/-. Pris dans leur
ensemble, nos résultats suggeérent deux hypotheses pour expliquer les atteintes neurologiques
des souris XIf-/- : d’une part, une 1égére augmentation de I’apoptose au sein des progéniteurs
neuraux au début de la neurogenése qui s’étend par la suite vers les neurones post-mitotiques
en fin de neurogenése. D’autre part, un autre mécanisme plus important implique un
changement de destin des CSPN vers une neurogenése précoce, conduisant en fin de compte a
moins de neurones. Ainsi, les souris déficientes pour XLF représentent un nouveau modele

d’altérations neurocomportementales dues a la déficience de réparation de I’ADN.
Il est maintenant admis qu'il existe chez I'nomme des polymorphismes importants des

genes de réparation de I'ADN, ce qui determine leur radiosensibilité et leur prédisposition au
développement de cancer. Notre étude a clairement identifié la différenciation prématuree
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comme un mécanisme majeur a 1’origine des troubles neurocomportementaux associés a un
déficit de réparation de I'ADN.

Je me suis intéresse par la suite a I’é¢tude du maintien de la stabilité chromosomique des
CSPN cultivés in vitro et exposés a un stress génotoxique aigu (irradiation y) ou chronique

(incorporation de thymidine tritiée dans I’ADN).

D’une fagon générale, les grandes capacités d’auto-renouveélement et de pluripotence
des cellules souches sont associées a une réponse robuste aux dommages a I’ADN, leur
permettant de maintenir leur intégrité génétique et éviter la transmission des Iésions d’ADN a
leur cellules fille, plus efficacement que les autres cellules non-souches (Wyles et coll., 2014 ;
Vitale et coll., 2017). Ici, nous avons démontré que les CSPN préservent leur stabilité
chromosomique apres exposition a un stress génotoxique aigu ou chronique de facon plus
efficace que les MEF, qui sont des cellules proliférantes mais non-souches. Nos résultats
suggerent que le maintien de la stabilité chromosomique dans les CSPN implique a la fois une
meilleure réparation des CDB, mais également une sensibilité a I’apoptose radio-induite qui

permet d’éliminer les cellules les plus endommagees.

De maniére intéressante, nous avons mis en évidence le développement d’une réponse
adaptative a un stress génotoxique chronique induit par une incorporation de thymidine tritiée
dans I’ADN des CSPN et des MEF. En revanche, la réponse adaptative semble étre plus efficace
dans les CSPN que dans les MEF, compte tenu de leur capacité de réparation de I’ADN plus
¢levée. Ainsi, nous montrons que la réponse adaptative agit conjointement avec 1’apoptose et
les arréts du cycle cellulaire afin de maintenir la stabilité chromosomique des CSPN confrontées

a un stress genotoxique chronique.

Quant a I’implication d’XLF dans la réponse aux deux stress radiatifs, nous avons
démontré un effet significatif de la perte d’XLF sur la stabilit¢ chromosomique, uniquement
quand les cellules sont confrontées a un niveau élevé de CDB. L’ensemble de nos résultats
suggerent que la déficience d’XLF conduit a une perte partielle de ’activité NHEJ, qui a I’aide
d’une voie de compensation, trés peu connue pour I’instant, arrive a réparer les CDB endogénes

ou induites par un stress genotoxique.
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Au final, nos résultats montrent une regulation tres fine de la stabilité génétique au sein des
CSPN embryonnaires. En effet, en dépit d’une instabilité chromosomique qui survient au début
de la neurogenese avec un éventuel réle dans la diversité neuronale, les CSPN manifestent un
maintien strict de la stabilité génomique face a un stress génotoxique aigu ou chronique. Notre
étude comparative avec les MEF a démontré la supériorité des CSPN a préserver leur intégrité
chromosomique, en s’appuyant a la fois sur une meilleure réparation des dommages a I’ADN
et une apoptose, qui permet d’éliminer les cellules trés instables. Cela permet d’éviter la
transmission de dommages aux cellules filles et d’empécher toute transformation néoplasique
qui peut conduire a un développement tumoral. Un aspect qui reste trés peu documenté dans la
littérature est le lien entre les fonctions des différents types cellulaires et leurs niveaux de
tolérance aux dommages a I’ADN. Il serait donc évident que des types cellulaires différenciés
comme les fibroblastes soient capables de tolérer un niveau élevé de dommages a I’ADN de
par leur exposition directe a plusieurs agents génotoxiques (par exemple les fibroblastes de la
peau) et leur courte durée de vie. En revanche, les cellules souches proliferent et se différentient
activement pour générer les tissus de I’organisme et maintenir I’homéostasie a 1’age adulte, ce

qui nécessite donc un maintien strict de leur intégrité génétique.
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6. ANNEXE

Optimisation de la méthode d’autoradiographie
et mise au point d’un protocole pour la
caracterisation des plaques de tungstene tritié
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L’autoradiographie est une technique qui permet la détection et la localisation de
molécules marquées par un élément radioactif dans un tissu a des niveaux cellulaires et sub-
cellulaires. Elle permet ainsi de déterminer la bio-distribution d’une substance radioactive dans
un organisme et/ou un organe, la localisation de I’interaction ligand-récepteur, I’interaction
entre une molécule et sa cible ou des processus métaboliques. Durant ma thése, nous nous
sommes tout particulierement intéressés a la détection intracellulaire de la thymidine tritiée
dans les CSPN et les MEF.

L’autoradiographie est fondée sur I’utilisation de films ou d’émulsions photographiques
radiosensibles. Dans ce dernier cas, I’émulsion qui est composée d’une dispersion de cristaux
d’halogénure d’argent (bromure d’argent) dans de la gélatine est directement mise au contact
de I’échantillon. Pendant la phase d’exposition, les particules émises lors de la décroissance
radioactive interagissent avec les cristaux d’halogénure d’argent et activent les ions Ag’.
Pendant la phase de révélation de I'émulsion, ces ions Ag* sont réduits en Ag métal ce qui
aboutit a la formation de grains d’argent, détectables et quantifiables en microscopie optique.
(Figure 23).
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Figure 23.: Schématisation des étapes clés du protocole d’autoradiographie cellulaire.
Plusieurs facteurs tels que I’isotope utilisé ou le type d’émulsion influencent I’efficacité

de l’autoradiographie. Les émulsions argentiques actuellement disponibles permettent une
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détection spécifique de la localisation du tritium mais avec une résolution et une sensibilité ne
permettant pas 1’étude des faibles doses de radioactivité. Notre objectif était donc d’optimiser
I’autoradiographie en développant de nouvelles émulsions argentiques, plus résolutives et plus

radiosensibles.

Afin d’améliorer la résolution de la méthode d’autoradiographie, nous avons cherché a
réduire la taille des cristaux d’halogénure d’argent (40 a 100 nm) par rapport a ceux présents
dans 1’émulsion commerciale (400 nm). Pour cela, nous avons travaillé en collaboration avec
Yves GENTET, spécialiste de la production d’émulsions argentiques pour 1’holographie
(Ultimate Holography®). La diminution de la taille des cristaux d’halogénure d’argent impose
des temps d’exposition plus longs du fait de la perte de sensibilité des émulsions. Pour contrer
cette perte de sensibilité, nous nous sommes appuyés sur le travail du Professeur Jacqueline
Belloni qui est associée a ce projet. Directrice de recherche émérite et Médaille d’argent du
CNRS, Jacqueline Belloni a montré que 1’adjonction d’ions formiates (HCO?) dans I’émulsion
argentique permettait d’augmenter sa sensibilit¢ d’un facteur trés important, probablement
compris entre 10 et 100 (Belloni 1999). En effet, cela devait permettre de diminuer la taille des
grains et donc d’augmenter la résolution spatiale de la mesure, tout en maintenant un temps
d’exposition court. Cette augmentation de sensibilité est essentielle afin de pouvoir étudier les

effets des faibles doses de tritium.

6.1 Resultats et progression des travaux

Pour optimiser 1’autoradiographie cellulaire, Yves Gentet a produit de nouvelles
émulsions argentiques avec des cristaux de bromure d’argent (AgBr) de taille réduite (40 nm et

100 nm), ainsi qu’une émulsion a 100 nm, dopée aux ions formiates.

Les différentes émulsions ont été testées sur des cultures primaires de CSPN humains
(collaboration avec I’Hopital Béclére) qui ont été contaminé par la thymidine tritiée (0 ; 0,037 ;
0,85 et 1,85 KBg/mL) pendant 72H. Afin de définir les conditions optimales d’utilisation de
ces émulsions, nous avons fait varier plusieurs parameétres comme le temps d’exposition de

I’émulsion, la température et le temps de révélation.
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Jusqu’a présent les émulsions argentiques fournies par Yves GENTET n’ont pas permis

d’optimiser, ni la résolution, ni la sensibilité de 1’autoradiographie (Tableau 7).

Emulsions Résultats
UL 1 (40 nm) * Absence de grains d’argent spécifiques, méme apreés 35 jours
d’exposition.
UL 2 (100 nm) * Détection de grains d’argent spécifiques (apres 14, 35 et 64 jours

d’exposition,

Moins sensible que I’émulsion commerciale NTB (400 nm) méme
apres 64 jours d’exposition,

Léger bruit de fond,

Perte de stabilité de I’émulsion lors des tests suivants.

UL 3 (100 nm +
ions formiate)

Absence de grains d’argent spécifiques,
Tres fort bruit de fond.

Tableau 7 : Récapitulatif des résultats d’autoradiographie cellulaire réalisée avec les
émulsions argentiques produites par la société Ultimate Holography.

Seule I’émulsion UL2 contenant des cristaux d’AgBr a 100 nm a permis une détection

spécifique de grains d’argent. En revanche, sa sensibilité était beaucoup plus faible que celle de

I’émulsion commerciale NTB (400 nm). En effet, le nombre de grains d’argent révélés avec

I’émulsion a 100 nm, exposée pendant 64 jours (66,6 + 5,2 pour 1,85 KBg/mL) est plus faible

que le nombre de grains d’argent révélés avec 1’émulsion commerciale NTB (400 nm) exposée

seulement pendant 4 jours (107,7 + 7,2 pour 1,85 KBg/mL) (Figure 24).
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Figure 24 : Détection spécifique de grains d’argent avec I’émulsion UL 2 (100 nm)
qui reste nettement moins sensible que I’émulsion commerciale NTB (400 nm).
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La perte de sensibilité de I’émulsion UL 2 (100 nm) serait due a la réduction de la
taille des cristaux d’ AgBr par rapport a ceux de I’émulsion commerciale NTB (400 nm).
L’ajout des ions formiates devait améliorer la sensibilité de I’émulsion UL2. Cependant,
les résultats obtenus avec 1I’émulsion UL3 contenant des cristaux d’AgBr a 100 nm, dopés
aux ions formiates montrent un tres fort bruit de fond, sans détection de grains d’argent

spécifique (Figure 25).
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Figure 25 : Absence de détection spécifique de grains d’argent avec
I’émulsion UL 3 (100 nm) dopée aux ions formiates, qui montre un fort bruit

de fond.

6.2 Développement d’un protocole d’autoradiographie pour la
caracterisation des plagques de tungstene tritié

Le projet ITER (International Thermonuclear Experimental Reactor) vise a démontrer
la faisabilité scientifique et technologique de 1’utilisation de la réaction de fusion nucléaire a
des fins énergétiques. Le tungsténe a été choisi pour recouvrir la paroi du réacteur qui sera en
contact avec le plasma de fusion alimenté par du deutérium et du tritium. 1l est donc essentiel
d’étudier I’interaction du tritium avec la surface du tungstene et son éventuel piégeage dans les
matériaux constitutifs du tokamak ITER. La localisation (boucles de dislocation, lacunes ou
joints des grains) et la physique de ce piégeage sont encore mal connus. Les études actuellement
développées (analyse par faisceau d’ions) pour comprendre ce phénomene sont trés couteuses

et leur sensibilité permet difficilement de conclure. La détection du tritium par autoradiographie

176



est moins couteuse et permet si elle est résolutive en taille d’accéder a des informations

pertinentes sur le piégeage du tritium a la surface d’échantillons métalliques.

Pendant mon travail de thése, nous avons donc travaillé sur la mise au point d’un
protocole d’autoradiographie permettant la localisation du tritium dans des matériaux
modeles, des mono et poly-cristaux de tungstene tritié. Comme les plagues de tungstene ne sont
pas transparentes, le protocole standard d’autoradiographie consistant a déposer une couche
d’émulsion sur I’échantillon tritié n’est pas compatible avec son observation ultérieure en
microscopie optique. Pour contourner ce probleme, nous avons développé une autoradiographie
fondée sur le contact entre I’échantillon tritié¢ et une lame préalablement recouverte d’émulsion

radiosensible.

Pendant la phase de mise au point du protocole, des lames recouvertes de noyaux et de
chromosomes métaphasiques de CSPN humains cultivés en présence de thymidine tritiée ont
servi a simuler la plaque de tunsgténe tritié. Nous avons ajusté le temps de séchage de
I’émulsion ainsi que la procédure de mise en contact afin de parvenir a une détection spécifique

de grains d’argent tout en maintenant une bonne résolution (Figure 26).

La mise en contact de I’échantillon triti¢ avec la lame recouverte d’émulsion
radiosensible implique une perte de résolution spatiale due a I’existence d’un petit espace entre
la source radioactive et les cristaux d’AgBr contenus dans 1’émulsion. Afin de remédier a ce
probléme, nous avons réduit le temps de séchage de 1’émulsion (20 min au lieu de 2h) ce qui
devait permettre un meilleur contact entre 1’émulsion et la surface de la lame tritiée. Nous avons
¢galement utilisé une cassette d’autoradiographie pour forcer ce contact entre les deux lames.
Les émissions radioactives de 1’échantillon activent les cristaux d’AgBr de I’émulsion étalée
sur la lame de verre, donnant lieu apres révélation a une distribution de grains d’argent image

de la distribution du tritium sur 1’échantillon tritié.
Ainsi, nous sommes parvenus a une détection spécifique de grains d’argent avec une

résolution trés proche de celle obtenue avec le protocole d’autoradiographie standard, sans

augmentation significative du bruit de fond.
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Figure 26 : Comparaison des deux méthodes d’autoradiographie cellulaire, par
contact et standard.

Suite a la mise en place du protocole d’autoradiographie par contact, NOus avons
entamé les premieres autoradiographies sur des plaques de tungsténe recuit dont une
surface a été polie apres 1’étape de tritiation (Figure 27). L’autoradiographie réalisée par
contact avec la plaque de tungsténe contréle n’a pas mis en évidence de grains d’argent.
En revanche, nos premiers résultats d’autoradiographie par contact avec la plaque de
tungstene tritié et polie montrent des régions plus au moins denses en grains d’argent.
Apres contact avec la face non polie de la plague de tungstene tritié, 1’autoradiographie

révele la présence de sillons trés denses en grains d’argent. Ces résultats préliminaires
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suggérent une distribution hétérogéne du tritium a la surface de la plaque de tungstene

qui pourrait étre plus importante au niveau de la périphérie des cristaux de tungstene.
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Figure 27 : Résultats préliminaires d’autoradiographie par contact entre une
lame recouverte d’émulsion NTB (400 nm) et une plaque de tungstene tritie.

D’autres tests seront nécessaires afin d’optimiser encore le protocole d’autoradiographie
par contact avec les plaques de tungstene tritié et ainsi confirmer nos résultats préliminaires.
Néanmoins, 1’autoradiographie par contact développée pendant ma thése pourra étre appliquée
a des échantillons biologiques car elle présente I’avantage de ne pas le détruire, ce qui est un
des inconvénients de 1’autoradiographie classique. Ce protocole d’autoradiographie par contact
permettra également de réaliser plusieurs autoradiographies sur un méme échantillon,
permettant d’ajuster certains parameétres comme le temps d’exposition de 1’émulsion et les

conditions de révélation.
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Résumé : Une exposition prénatale aux
radiations ionisantes est associée au
développement de pathologies

neurodéveloppementales liées a 1’induction
de dommages a I’ADN dans les cellules
souches et progéniteurs neuraux (CSPN).
Ainsi, la stabilité génétiqgue des CSPN est
cruciale pour le développement et
I’homéostasie du cerveau. Cependant, des
altérations génomiques au niveau des CSPN
au cours du développement pourraient
promouvoir la diversité neuronale.

XLF est un composant de la voie de réparation
d’ADN par NHEJ (pour Non-Homologous
End-Joining). Nous avons montré une
augmentation de I’instabilité des CSPN dans
le cerveau embryonnaire des souris XIf-/- qui
pourrait perturber la neurogenése au cours du
développement, et ainsi étre responsable
d’altérations comportementales identifiées
chez ces souris a 1’age adulte.

Titre : Maintenance de la stabilité chromosomique des cellules souches neurales murines au cours du
développement et aprés un stress génotoxique aigu ou chronique.

Mots clés : cellules souches et progéniteurs neuraux, fibroblastes embryonnaires murins, stabilité
chromosomique, réponse adaptative, recombinaison d'extrémités non homologues, radiations

A T’aide d’approches cytogénétiques, nous avons
comparé la stabilité chromosomique des CSPN et
des fibroblastes embryonnaires murins (MEF)
exposés a un stress génotoxique aigu (irradiation
v) ou chronique (incorporation de thymidine
tritiée dans I’ADN). Nos résultats démontrent que
les CSPN maintiennent leur intégrité génétique de
facon plus efficace que les MEF. En effet, les
CSPN semblent avoir de meilleures capacités de
réparation des dommages & I’ADN que les MEF,
ce qui leur permet de développer une réponse
adaptative a un stress génotoxique chronique.
Cette réponse adaptative implique XLF et agit
conjointement avec les points de contrdle du cycle
cellulaire et lI'apoptose pour préserver la stabilité
du génome et éliminer les cellules endommageées.
L’ensemble de nos résultats apporte la
démonstration d’une réponse robuste aux
dommages de I'ADN dans les CSPN et souligne
I'importance de XLF lors du développement du
cerveau.

after acute or chronic genotoxic stress.

Abstract: Prenatal exposure to ionizing
radiation has been associated with many
neurodevelopmental disorders due to the
DNA damage induced in neural stem and
progenitors cells (NSPC). Thus, genetic
stability of NSPC is crucial for brain
development and homeostasis. Nevertheless,
genomic  alterations  occurring  during
development in NSPC may have a potential
impact on the physiological neuronal
diversity. XLF is a component of the NHEJ
(Non-Homologous  End-Joining)  repair
pathway.

Here, we show that NSPC from XIf-/-
embryos exhibit increased chromosome
instability, leading to premature neurogenesis
and consequently neurobehavioral disorders.

Title: Maintenance of chromosomal stability of murine neural stem cells during development and

Keywords: neural stem and progenitor cells, mouse embryonic fibroblasts, chromosome stability,
adaptive response, non-homologous end-joining, radiation.

Using cytogenetic approaches, we compared the
chromosome stability of mouse embryonic NSPC
and fibroblasts (MEF) exposed to acute (y-
irradiation) or chronic (incorporation of tritiated
thymidine into DNA) genotoxic stress. Our results
demonstrate the higher capacity of NSPC as
compared to MEF to maintain their genomic
integrity. We evidenced that NSPC have more
efficient DNA repair activity than MEF, allowing
them to develop an adaptive response to chronic
genotoxic stress. This adaptive response involves
XLF and acts together with apoptosis and cell
cycle checkpoints to preserve the stability of the
genome and to eliminate damaged cells.
Altogether, our results provide new insights into
the robust DNA damage response in NSPC and
highlight the importance of XIf during brain
development.
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