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EFFETS DE L'ALCOOLISATION PRENATALE
SUR LE DEVELOPPEMENT
DU SYSTEME GABAERGIQUE ET DE LA MYELINISATION

CHEZ L’'HUMAIN



EFFECTS OF PRENATAL ALCOHOL EXPOSURE

ON THE DEVELOPMENT OF GABAERGIC SYSTEM AND

MYELINATION IN HUMANS



ye

RESUME

L’exposition prénatale a l'alcool est une cause ngénétique majeure d’anomalies
structurales et fonctionnelles du systeme nervemtral dont la forme la plus sévere est le
syndrome d’alcoolisation fcetale, et dont les effetsdurent tout au long de la vie, associant
retard mental, troubles neurocognitifs et compoetet@ux. L'exposition prénatale a I'alcool
est un enjeu de Santé Publique, car actuellemanfplupart des enfants ne sont pas
précocement dépistés en I'absence des signes majearsont la dysmorphie cranio-faciale
caractéristique et le retard de croissance. Si d@breuses études sur les anomalies
neurodéveloppementales ont été réalisées cheabhret dont les résultats sont souvent
contradictoires, trés peu de données sont dispmildhez I'humain et concernent
essentiellement I'enfant. Afin d’expliquer la sytomatologie de ces enfants, nous avons
réalisé une étude de la mise en place des intemesiet de la glie de myélinisation, éléments
essentiels intervenant dans la synchronisatiomésaux neuronaux. A partir d’'une cohorte
de 15 feetus humains a tous les stades du dévelempeinde deux cas post-nataux agés de
trois mois et deux ans exposeés a l'alcool, nousisn@udié I'ontogenese des interneurones
GABAergiques et calrétininergiques ainsi que laaci@ristiques de leur migration vasculaire
dans le cortex. Nous avons identifié une interneojpathie consistant en un retard majeur de
génération dans les zones de production (éminegaeglionnaires) aux stades précoces de
développement et une malposition des interneuroakstininergiques au sein du cortex des
foetus alcoolisés aux stades plus tardifs comparagnt a des controles appariés. Ce retard
de génération touche également les précurseursligesiendrocytes exprimant le PDG#&R
qui restent ensuite anormalement nombreux aux dSpetes précurseurs et pré-
oligodendrocytes exprimant Olig2. Ces dernierstergspratiquement absents dans le cortex
des foetus alcoolisés jusqu’en fin de la grosselseterneuronopathie et le défaut de
différentiation oligodendrogliale pourraient expleyr en partie les troubles neurologiques
observés chez les enfants et adultes exposéatero a I'alcool, la modulation de I'activité
neuronale et la myélinisation étant indispensaaléétablissement des réseaux neuronaux et

a la conduction des influx nerveux.



ABSTRACT

Prenatal alcohol exposure is a major non-genetigsecaof structural and functional
abnormalities of the central nervous system, thetreevere form of which is fetal alcohol
syndrome, and the effects of which persist throughibe, associating mental retardation,
neurocognitive and behavioural disorders. Preratainol exposure is a public health issue,
since currently most children are not early detkate the absence of the major signs
consisting of characteristic cranio-facial dysmasph and growth retardation. While
numerous studies on neurodevelopmental abnornsahige been carried out in animals and
the results of which are often contradictory, vigitie data is available in humans and mainly
concerns children. In order to explain the symptafhese children, we have conducted an
ontogenetic study of interneurons and oligodendmtipeage, two essential events involved
in the synchronization of neural networks. Usingpaort of 15 human fetuses at all stages of
development and two postnatal cases aged threehmant two years exposed to alcoimol
utero, we studied the development of GABAergic and c¢aleggic interneurons as well as the
characteristics of their vascular migration withithe cortex. We identified an
interneuronopathy consisting of a major generatielay in the production areas (ganglionic
eminences) at the early stages of development andispositioning of calretinergic
interneurons within the cortex of fetuses exposeal¢ohol at later stages compared with age
matched controls. This delay in generation alsec$f precursors of oligodendrocytes
expressing PDGHR which then remain abnormally numerous at the espef precursors
and pre-oligodendrocytes expressing Olig2. Thesdatte virtually absent in the cortex of
fetuses exposed to alcohol until the end of pregnamterneuronopathy and the lack of
oligodendroglial differentiation could partly expiathe neurological disabilities observed in
children and adults exposed utero to alcohol, modulation of neuronal activity and
myelination being essential for the establishmémtenral networks and conduction of nerve
outputs.
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I- Développement du télencéphale chez I'homme

Ce premier chapitre est volontairement non exlifaulst pour but de rappeler les
principaux évenements au cours de la période erdbeyale qui ont constitué les pré-requis
nécessaires a la réalisation de notre travail dsédh

Schématiquement, le développement du systemewepeantral (SNC) se déroule en
deux phases. La premiére phase dite de constnuatiatomique correspond a la mise en
place des différents constituants du SNC, assdciéee haute activité proliférative selon un
gradient temporo-spatial afin de générer le camtalneurones et cellules gliales issus des
zones germinatives. Au cours de la seconde phaseddi construction fonctionnelle se
forment les circuits intracérébraux grace a I'asiain de fonctions spécifiques telles que la

synaptogénese et la myélinisation, associées phdgmmenes de maturation cellulaire.

I-1- Premiers stades de développement

I-1-1- Formation du tube neural

A la fin de la 3™ semaine de développement embryonnaire, trois évems majeurs
surviennent: la mise en place du tube neural ouutedion, I'apparition des somites et la
délimitation de I'embryon. Le processus de neurafatorrespond a la mise en place du tissu
nerveux a partir de I'ectoblaste sous l'inductianld chorde dorsale a la fin de la troisieme
semaine post-conceptionnelle (J17). La plaque hewst formée a J18 par épaississement
ectoblastique dont les bords proliferent pour fartes bourrelets neuraux qui se recourbent
pour former la gouttiere neurale qui se ferme eerd25 et J27 et forme I'ébauche de
'ensemble du systéme nerveux central : le tubeateu

Le tube neural allongé selon I'axe rostro-caudstl @entré par une lumiére qui
correspond aux futures cavités ventriculaires.e&Cletniere est bordée par des cellules a haut
pouvoir mitotique situées dans les zones germiestoui migrent jusqu' en périphérie pour
former la plaque corticale en cheminant au tradersa zone intermédiaire apres leur sortie

du cycle mitotique.
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Figure 1: Principales étapes de formation du tube nedralStade de bourrelets (J19); B :
Stade de gouttiere (J23) ; C : Stade de tube ngltd) [d’apres Schoenwulf et coll., 2018].

Le phénomene d’'induction neurale est lié a I'espien de molécules impliquées dans
plusieurs voies signalétiques sécrétées dans disites appelés centres organisateurs. Trois
voies sont indispensables a la spécification &rdaeture du tube neural : la voie Noggin, la
voie Sonic Hedgehog (SHH) et la voie des Bone Mogeetic Proteins (BMPs) qui
permettent la fermeture du tube en créant des iénasn le mouvement consécutif des

cellules dépendant de la voie non canonique Wratié&d.

Bmp2 _ !--Noggin Bmp2,_ }—— Noggin
S5 e
@ Shh ®shh -~
Upper spine Lower spine
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Figure 2: Reégulation moléculaire de la fermeture du tukeral. A et B : formation des

charniéres au niveau de la moelle épiniere; C sdanmoelle cervicale, ou SHH inhibe
Noggin alors qu’au niveau de la moelle lombaire HSébkt diminuée et Noggin antagonise
linfluence inhibitrice de Bmp2 permettant aux ahiares de se former. En jaune: la
charniére médiane, en rouge : les charnieres dard@les, les fleches vertes: action
stimulatrice ; les lignes rouges : interactiongbithices ; lignes en pointillés : pas d’influence

[d’apres Copp et coll., 2010].

(=) Canonical pathway {b) Ga:in:i!pant?\:ay (c) Plana;;ehllugyolarity

Sfrps WIF-1,

NFAT
[-catenin TCF l
¥
PPAR? Cell adhesion Modification of the
Gene induction ——a| C-Myc Cell movement actin cytoskeleton
Cyclin D1

TRENDS in Endocrinclogy & Metabolsm

Figure 3: Voies Wnt canonique et non canonique. La liaidenWnt a Frizzled forme un
complexe avec la G-protéine et la phospholipas®@ ptabiliser la béta-caténine induisant
une libération de calcium intracellulaire gracéaatlvation de la cycline D1 et de C-MYC et

de l'inactivation du complexe APC [D’aprés Marinetcoll., 2012].

Les centres organisateurs apparaissent des latisnendu tube neural. Le neuropore
antérieur (Anterior Neural Ridge, ANR), I'orgartisar isthmique situé entre le mésencéphale
et le £ rhombomére (Isthmic organizer, Iso), les hemsrgtr®ems, et le centre ventral
(Ventral center) sécrete®HH, Fibroblast growth factors (FGFs), WNTs et BMBsnnant
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une information positionnelle par I'intermédiaire dradients selon des axes dorsal-ventral,
antéro-posterieur and medio-latéral. Le centre aloappelé cortical hem est une source
dorsale des BMPs et WNTSs, le centre vergstlune source de SHH, 'ANR est une source de
FGF8 comme ['lso, les régions anti-hemsent des sources de TGFand de FGF7. Ces
centres organisateurs délimitent des régions d@a qui produisent différents sous-types
de neurones et de cellules gliales: la région alersu télencéphale dorsal produit des
neurones pyramidaux et des astrocytes a destingécat®; la région ventrale ou
télencéphale ventral comporte les éminences gamglices médianes (MGE) et latérales
(LGE), éminences ganglionnaires caudales (CGE3i gure 'aire pré-optique (POA), sources
de facteurs de transcription associés aux voiesigialisation dorsales Neurogéninel/2
(NGN1, NGN2) et GLI3, et ventrales ASCL1, DLX1, DRXIls produisent les neurones
destinés aux noyaux gris sous-corticaux et desrneteones, dont les interneurones

GABAergiques a destinée corticale.

Pyramidal
b neurons
. Astrocytes

Hem, BMPs and WNT

Lateral
ganglionic
eminence
ASCLI, 9
DLX1, Medial/ /
DLX2 Eanglionic
eminence "
Pre-optic
area \

Anti-hem
TGF-ax and
FGF7

GABA-containing
interneurons
Oligodendrocytes

Ventral centre
SHH

GABA-containing
interneurons
Oligedendrocytes

Figure 4 : A gauche : représentation schématique des ceatganisateurs du télencéphale ;
a droite : représentation schématique des domdorsal et ventral de production des cellules

nerveuses [D’apres Rowitch et Kriegstein, 2010].

Ainsi, dés la fin de la®'® semaine de développement, le tube neural esttursuse
polarisée selon un axe antéro-postérieur et unedaxgo-ventral : la polarisation dorso-
ventrale s’acquiert sous linfluence de SHH séciés la région ventrale de I'embryon,
permettant I'acquisition d’'un phénotype moteurdes BMPs dans la région dorsale dont la
sécrétion est responsable de [I'acquisition d’'ugnpltype sensitif. La polarisation rostro-
caudale se met en place grace a la sécrétion d'aéithoique qui induit I'expression des
genesHOX dans le rhombencéphale et la moelle ; sécrétioR@GE8 qui détermine la limite

entre rhombencéphale et myélencéphale ; sécrd8dWNT1 au niveau du mésencéphale
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qui diffuse de part et d’autre de [listhme; daasrégion rostrale ou plague prochordale,

sécrétion de protéines déterminantes pour la foomadu prosencéphale.

Patterning Meurogenesis and gllogenesls
BMPs

Astrocyte
expression

Faalin
Realin, SUT1

SUT1
Floor plate

Figure 5: Représentation schématique de la polarisatiorsodeentrale du tube neural
[D’aprés Rowitch et Kriegstein, 2010].

NEUROMERIC CODING OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM (Mammalian Model)
modified from JLR Rubenstein

MNC

ROM-MEURAL ECTODERM Plate
B -
@ PACSEMCEPHALIC MELRAL CREST iencaphadon Dbe-1/2 Wntd  Gbx-Z
|:| MESEMCEPHALIC NELRAL CREST
H:m] RHOMBENCEPHALIC NEURAL CREST
& 2003 Carstens
£ 2003 Walters

Figure 6: Représentation schématique de la métamérisatiortude neural et de ses
domaines ventral et dorsal [D’aprés Carstens, 2008]
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[-1-2- Formation des vésicules cérébrales

Lors de la 4™ semaine, I'extrémité rostrale du tube neural prisémis dilatations
qui forment I'ébauche cérébrale. A quatre sematesiéveloppement, le tube neural est
constitué d’'avant en arriere par trois veésicules prosencéphale, le mésencéphale et le
rhombencéphale. Au cours de [H"Ssemaine, le tube neural évolue vers le stade mig ci
vésicules : le rhombencéphale se divise en myabdade (futur bulbe rachidien ou medulla
oblongata) et en métencéphale (futurs protubérancelaire et cervelet). Le mésencéphale se
scinde en tectum et tegmentum selon un axe dorsnalelLe prosencéphale donne naissance
au diencéphale, structure médiane située a laifiéeeure du prosencéphale a partir duquel
dérivent le thalamus, I'hypothalamus et I'épithalmmet a deux évaginations latérales : les
vésicules télencéphaliques, dont dérivent les sutugmispheres cérébraux, les structures
limbiques et les noyaux de la base. Les vésicudEndéphaliques sont réunies a leur
extrémité rostrale par la lame terminale tmina terminalis structure médiane qui
correspond au point de fermeture du neuropore iantéet constitue la structure a partir de

laquelle se développeront les commissures domtrfesacalleux.

3 Primary 5 Secondary Adult derivatives
vesicles vesicles of
o Walls Cavities
Pt W '_ _"»\_
Wall Cavity & T~
R | — ||__, Cerebral Lateral ventricles
e P S Y. | hemispheres
) Forebrain P ) &
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p: v N {. .r} : \ I‘._ ; .
(0 ~— - Midbrain o W = Midbrain Agqueduct
\l,\ 4 {mesencephalon) > Mesencephalon — /'3 )&
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| | J'.,‘)____J-— _.' I~ fourth ventricle
Ly % {/ -
WA _ Metencephalon— i W Cerebellum
W 4 Hindbrain g 8 M~
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Moore et al: Before The Developing Human, 9e.
Copyright © 2013 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

Figure 7 : Evolution du tube neural entre 3 et 5 semairedé&leloppement [d’apres Moore
et coll., 2013].

La croissance ultérieure des hémisphéres pernfetrization des lobes frontaux, pariétaux,

temporaux et occipitaux. L’accroissement de laa@fde la plaque corticale est concomitant
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de la formation des scissures primaires puis demsisecondaires et des circonvolutions

tertiaires.

I-1-3- Formation des cavités ventriculaires

Les cavités ventriculaires dérivent de la caepéndymaire qui se forme lors de la
fermeture du tube neural. Les cavités ventricidaiont bordées par des cellules
progénitrices, les cellules gliales radiaires, s@itransformeront en cellules épendymaires
entre 26 et 28 SA. Le volume de la cavité épendygmae modifie en se modelant sur
I'évolution du tube neural. Des le stade 5 vésgules différentes cavités ventriculaires sont
reconnaissables. Au niveau du meésencéphale, latécaependymaire s’amincit
progressivement au cours du 3éme mois. Au courg®tlfi mois, 'aqueduc de Sylvius
acquiert sa configuration définitive et sera uneezpréférentielle d’obstruction chez le feetus
[Del Bigio, 2010].

I-1-4- Formation des plexus choroides

Les plexus choroides ont une double origine embgyque : la composante
mésenchymateuse (axe des villosités choroidienpesyient de la créte neurale par
invagination de la méninge dans les cavités vargies des la période embryonnaire tandis
gue le revétement épithélial cubique bordant I'd&e futures villosités choroidiennes dérive
du neuroépithélium. La spécification épithéliales deellules neuroépithéliales survient
précocement au cours de I'embryogénése par répnedes géenes proneuraux, en particulier
de la neurogénine 2, et sous l'influence des tastde transcription Hes1, Hes2, Hes3 et Hes
5 qui favorisent le destin épithélial des progamgesitués dans le cortical hem, source de
production des cellules de Cajal Retzius. D’aufeeseurs de transcription tels quU’Emx2 et
Otx2 interviennent dans la régulation et la sudés cellules épithéliales. La morphogénése
des plexus choroides est contrdlée par les BMBeagk dorsaux de la ligne médiane qui
sont impliqués dans la constitution du revétemeithélial unistratifié de type adulte [Lun et
coll., 2015].

Dés la 6™ semaine, la pie mére s'épaissit pour former ile horoidienne qui se
superpose a I'épendyme. Les plexus choroides semtifiés a 6 semaines dans &%
ventricule, a 7 semaines dans les ventricules daxérlls sont d’abord revétus par un

épithélium pseudostratifié qui devient cubique deret riche en glycogéne au cours U°3
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mois. La charge glycogénique diminue a partir déSB6 La maturation de ces cellules est
divisée en 4 stades selon leur aspect morphologifjueevétement épithélial pseudostratifié,
2- revétement épithélial cylindrique, 3- revétemépithélial cubique et 4- faible teneur en
glycogéne et noyaux en position basal. Lépithélitanouvre un mésenchyme richement
hématopoiétique qui devient progressivement paeltiHaire. Les plexus choroides occupent
la majeure partie des ventricules jusqu’ &i®4mois et les villosités choroidiennes se
développent par rétraction des plexus : le méseanehse condense, I'épithélium s’aplatit et
adopte son aspect morphologique définitif [Del Bjg2010]. Les cellules épithéliales sont
unies par des jonctions serrées qui maintiennenpolarité apico-basale des protéines
membranaires et qui permettent I'établissementel’barriere entre le compartiment sanguin
et le liquide céphalo-rachidien (LCR) empéchanpdssage des molécules présentes dans la
circulation systémique vers le LCR. La vasculaisatles plexus est assurée par les artéres
choroidiennes antérieures et postérieures issudarthye cerébrale moyenne ainsi que de
I'artere cérébrale postérieure pour les régiongataptorielles, et des arteres cérébelleuses
antérieures et postérieures provenant des art@msbvales et du tronc basilaire pour les
régions infratentorielles. Le riche réseau cap#élaies plexus dont la croissance est sous la
dépendance, outre du systeme VEGF, de SHH et deésepteur Patched 1, est de type
fenétré, ce qui permet le passage de I'eau, desabrles petites molécules [Lun et coll.,
2015].

I-2- Mise en place de la plague corticale

Le développement du cortex cérébral est un prasessmplexe qui s’échelonne
depuis la 8" semaine embryonnaire jusqu’ a I'age adulte. Cegssus inclut prolifération,
migration, établissement de la cytoarchitecturdfédintiation et maturation neuronale :
croissance axonale, développement des arborisatialendritiques, remodelage,
synaptogénese, maturation des systémes de newsroission et myeélinisation. Tous ces
évenements s’échelonnent a la fois dans le temp®sgtace mais surviennent de facon
concomitante entre la 9% semaine de gestation et I'age d’1 an. A noterlgablissement
des circuits intracorticaux (synaptogénese et miggtion) se poursuit jusqu’ a I'adge adulte,

les dernieres connections intracorticales s’étsfisvers I'age de 30 ans.
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Figure 8: Principales étapes du développement du cortedbralr[d’aprés Kostovic et coll.,

2019].

Figure 9: Développement de l'arbre dendritique des neurgngamidaux dans le cortex

frontal humain par technique de tractographie [BBagPetanjek et coll., 2008].
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[-2-1- Sources de production des cellules nerveas

Les zones de neuronogénése sont divisées en uaednsale et une zone basale. La
zone dorsale est appelée assise germinative ducéflkeale dorsal (VZ/SVZ). Elle produit
majoritairement des neurones effecteurs destings vaies de projection et aux voies
associatives et est impliqguée de facon plus resgrelans la génération d’interneurones. La
production d’interneurones dans la zone germinalivdélencéphale dorsal suggere un role
de coordination dans la localisation définitive demurones effecteurs et interneurones.
L’assise germinative du télencéphale dorsal disparatre 25 et 28 SA. La zone basale,
essentiellement impliqguée dans la production désrrneurones s’épaissit et forme une
protrusion intra-ventriculaire : les éminences diangaires (GE). Celles-ci sont subdivisées
par un sillon en éminences ganglionnaires mediM&E) et latérales (LGE). Une troisieme
zone constitue les éminences ganglionnaires ca@@BE) formées par la fusion des MGE
et des LGE au niveau de la partie médiane et cautlathalamus. Les CGE comportent deux
zones anatomiques: une zone ventrale et une zosalelgui saille dans les ventricules. Dans
ces zones s’expriment des protéines similairedlascexprimées au niveau des MGE et des
LGE.

Figure 10: Localisation des zones germinatives chez le fdatusain a 24 SA sur coupe
coronale passant par le diencéphale antérieur ehgawt par le diencéphale postérieur a

droite (coloration Hématoxyline-éosine ; donnéasgenelles).
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Une autre source de production, quoique mineutdae®uche granulaire externe transitoire
(SGL) également appelée couche de Brun [Brun, 19€iiJée a la surface de la couche
moléculaire, sous la méninge. Ces neuroblastesigmoent de la MGE et expriment le
GABA.

Figure 11: Immunomarquage par un anticorps anti-GABA peramgttde visualiser les
interneurones au niveau de la plaque corticaleedadouche de Brun indiquée par la fleche

(Données personnelles).

I-2-2- Modalités de production de cellules nerveses

Des la fermeture de tube neural, les cellules aépithéliales se multiplient et
commencent a produire des neuroblastes. A partia 8 du télencéphale, les neuroblastes
post- mitotiques migrent pour constituer les futtesirones de projection et d’association au
sein de la plaque corticale. La neuronogénése tir plar la VZ s’effectue essentiellement
pendant la premiére moitié de la grossesse pariptcdtion des cellules progénitrices
formant le neuroépithélium qui expriment la nestegtdes marqueurs épithéliaux de fagcon
transitoire entre la %*® et la 6™ semaine de développement. Aprés 94 &emaine de
développement, les progéniteurs acquierent ungtipge glial et sont appelés cellules gliales
radiaires apicales (aRGs). Elles expriment vimentmAX6, SOX2 et HES1, et forment une
couche de cellules d’aspect pseudostratifié a pawnvoir mitotique situé le long de la lumiere
du tube neural. Cette couche de cellules est bgrdééa SVZ qui est divisée en zone sous-
ventriculaire interne (iISVZ) qui contient des progéurs intermédiaires (iPCs), et en zone

sous-ventriculaire externe (0SVZ) qui contient senlement des progéniteurs intermédiaires

39



exprimant TBR2 mais aussi des cellules glialesaieel appelées cellules gliales radiaires

basales (bRGs). Les aRGs, bRGs et iPCs serontigife des lignées neuronales et gliales.
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Figure 12: Représentation schématique des principaux éveamsmmeeurogénétiques a
différents stades de I'’histogénése du systeme uerecentral [d’aprés Kostovic et coll.,
2019].

La survenue des divisions asymétriques marquébetdde la neuronogénése soit par
génération directe de deux neurones post-mitotigges par génération indirecte en
produisant deux progéniteurs intermédiaires puigatgastes post-mitotiques, soit enfin par
génération indirecte produisant deux progénitentsrinédiaires ou cellules gliales radiaires
basales, amplification puis neuroblastes post-igites. Les divisions symétriques permettent
la génération de deux progéniteurs. Ce phénomeamptification permet d’augmenter
considérablement le nombre de progéniteurs puisnégroblastes post-mitotiques. La
survenue des divisions asymétriques est liée #efitation du fuseau mitotique lors de la

division des précurseurs :
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Figure 13 Les modes de division sont déterminés par I'aaton du fuseau ; les divisions
symeétriqgues donnent naissance a deux cellules pitagés, les divisions asymétriques a une
cellule progénitrice et un neuroblaste post-mitagigL’orientation du fuseau est régulée par

les protéines centrosomales et les complexes dtatien du fuseau [d’apres Paridaen, 2014].

[-2-3- Voies de migration

La migration neuronale sus-tentorielle s’effectugpartir des zones germinatives
ventrale et dorsale jusqu’en surface pour formesldgue corticale, futur isocortex qui sera
organisé en six couches. On distingue quatre mddewmigration : la migration radiaire ou
gliophilique le long de la glie radiaire, la migmat tangentielle ou neurophilique empruntant
des réseaux de fibres préexistants, la migratiphiliue qui utilise les 2 modes migratoires
précédents (migration des grains externes du adrvets la future couche des grains internes
par exemple) et la migration vasculaire, le long daisseaux.

La migration radiaire le long de la glie radiaist & voie empruntée par les neurones
effecteurs. La glie radiaire le long de laquellaléplacent les neuroblastes post-mitotiques est
une expansion des cellules gliales radiaires agscat basales qui s’inserent sur une zone

bordant la plaque corticale située sous la ménitgglia limitans.
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Figure 14: Schéma comparatif du développement du cortex theongeur et 'lhumain.
Chez I'hnumain les cellules gliales radiaires génerle plus souvent des progéniteurs
intermédiaires qui se divisent pour produire 2 peas ou un neurone et un progeéniteur
[D’apres Lui et coll., 2011].

L’enrichissement en fibres gliales radiaires &stlla présence des iPCs et des oRGs
qui permettent I'enrichissement considérable errores dans les couches superficielles du
cortex humain comparativement aux autres espeeephénhomene appelé expansion conique
divergente permet d’augmenter considérablemenbiebne de neuroblastes post-mitotiques
migrant vers le futur cortex [Lui et coll., 201Hansen, 2011 ; Borrell et Gotz, 2014 ; De

Juan Romero et coll., 2015].
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Figure 15: Enrichissement de la glie radiaire a partir dé&¥Ge (rectangle et fléche) :

Organisation du futur cortex chez un embryon deS25 linsert agrandi en bas a gauche
permet de visualiser les oRGs et les fibres gliede$aires sous le manteau cortical [D’aprés
Hansen et coll., 2010].

Les neuroblastes post-mitotiques migrent au teawkr la zone intermédiaire (12),
future substance blanche en formant des frontsigeation. lls se déplacent sous l'influence
d’'une multitude de signaux médiés soit par les amsapts de la matrice extracellulaire, soit
par I'activation de récepteurs de membrane, pagdéne, les éphrines, la voie Wnt et acide
rétinoique. L'extrémité antérieure ou leading edgeneuroblaste s’étend grace a I'inhibition
de RhoA par PIK3 et les extrémités « plus end »ndiesotubules sont recrutées par I'actine a
'apex. Il s’y associe un remodelage des microteb@u niveau du segment intermédiaire du
leading edge sous l'influence de CDK5 et Dab. Letmsome se projette en avant grace a
l'activation de Par6/PKC and GSK3. Le noyau eepptsé vers l'arriere qui se rétracte grace
a I'action du complexe formé par la dynéine, LiNtlel1l et Dcx, ainsi qu’a l'interaction entre

la myosine 1l et I'actine [Jiang et Nardelli, 2016]
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Figure 16: Différentes étapes de la migration neuronaleaiesli La migration est médiée par
des molécules de la matrice extracellulaire (cadbs), par l'activation de récepteurs de
membrane induite par la reeline, les éphrinespia Wnt ou 'acide rétinoique [D’apres Jiang
et Nardelli, 2016].

La migration dite tangentielle est le mode esskdgemigration des interneurones et
ne s'effectue pas le long de la glie radiaire, elga détaillée dans le chapitre 11-1-2.
Brievement, les cellules empruntent des structgasss glie radiaire ou sans interactions
neurone-glie. La migration tangentielle peut étneafiele a la surface du cerveau, le long des
fibres axonales disposées tangentiellement a facudu cerveau. Ce mode de migration
s’observe aussi dans la VZ, la SVZ et la ZI, il ceme interneurones GABAergiques
télencéphaliques issus des GE. Ce mode de migrstiMient tres précocement et permet la
formation de la préplaque.

La migration a la fois radiaire et tangentiellppalée migration biphilique est utilisée
par les neurones effecteurs et par les interneardres neurones effecteurs adoptent d’abord
un mode tangentiel dans les zones sous-ventrieglai ils ont une morphologie multipolaire
puis un mode radiaire de migration lorsqu’ils ont@s une morphologie bipolaire. D’'une
fagcon similaire, les interneurones venant des GEE&B et 24 SA migrent d’abord selon un
mode tangentiel dans la VZ/SVZ puis radiaire dansdne intermédiaire superficielle vers le
cortex. La migration a partir des GE est compleae alle se fait a travers des territoires

différents dans lesquels les interneurones sonbs®g a des facteurs environnementaux
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multiples qui guident leur migration qui passe dmode tangentiel a un mode radiaire
[Marin, 2013].

La migration dite vasculaire a été plus récemrdéntite, a la fois chez les rongeurs et
chez 'homme. Ce mode de migration emprunté pamiiesneurones GABAergiques et par
les précurseurs des oligodendrocytes (OPCs) exptileaPDGFRe sera détaillé dans le
paragraphe consacré a la glie [Won et coll., 20I8aj et coll., 2016 ; Dejana Betsholtz,
2016].

[-3- Formation de la plaque corticale

[-3-1- Mise en place du cortex cérébral

Tous les neurones effecteurs a destinée cortpradiennent de I'assise germinative
du télencéphale dorsal et sont générés pendantelmigre moitié de la grossesse. La

migration s’effectue selon un gradient inside-@uioing de la glie radiaire.

[-3-1-1- Stade de préplaque

L’apparition de la préplaque est un phénoménegdrésoce mettant en jeu plusieurs
types cellulaires. Dés la fermeture du tube neleal premiers neuroblastes post-mitotiques
migrent vers la zone du manteddans la préplague, les premiéres cellules sécrégant
reeline, les cellules de Cajal-Retzius, sont idi€éas dés la sixieme semaine de
développement, soit un peu plus d’'une semaine #présée des premiers neuroblastes post-

mitotiques.

[-3-1-2- Stade de plaque corticale primitive

La plaque corticale primitive se forme par migratiradiaire a partir de la VZ de
neuroblastes post-mitotiques qui s’inserent danspri@plaque quils scindent en deux
contingents inégaux : un superficiel peu abondémtcouche moléculaire contenant les
cellules de Cajal Retzius et un profond plus abof)déa sous-plaque. Les neuroblastes post-
mitotiques se positionnent dans la plague selogradient inside-out, les neurones les plus
précocement générés occupant les zones les plisnges [Rakic, 1988]. Les couches
profondes sont en place a 21 SA, et les plus Sudids a 245A soit a la fin de la migration

radiaire des neurones effecteurs.
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Figure 17: Représentation schématique de la migration desones effecteurs selon le

gradient inside-out au sein de la plaque cortipail®itive : en orange, les futures cellules de
Cajal Retzius; en mauve, les neurones de la Saeasd en gris les neuroblastes post-
mitotiques, en vert les neurones pyramidaux gérgegxocement ; en bleu, neurones migrant

plus tardivement [d’apres Gupta et coll., 2002].

La stratification appropriée des neurones effestelans la plaque corticale est
contrdlée par les cellules de Cajal-Retzius. L'Bsadon des neuroblastes post-mitotiques est
acquise précocement et déterminée par une expnadifiérentielle de génes codant pour des
facteurs de transcription exprimés selon des gnéglieux-mémes modulées par des gradients
de morphogenes solubles provenant de régions egfiCes facteurs de transcription
contrdlent I'expression régionale de molécules li&sion et de récepteurs membranaires
permettant de délimiter des aires aux fonctiongifigées, notamment I'organisation des
afférences thalamocorticales et des afférencesepent des noyaux de la base [Molnar et
coll., 2019].

Par ailleurs, entre 11 et 13 SA apparait une aaompacte de neurones qui recouvre
toute la plaque corticale a 16 SA : la couche damg externes transitoires (Subpial Granular
cell Layer, SGL) qui n’est identifiable que cheg [@imates et est pratiquement absente chez
les rongeurs. Ces neurones qui expriment le GABR etlrétinine (CR) proviennent de la
région péri-olfactive qui dérive des éminences ¢jangaires via le courant migratoire
antérieur ou rostral migratory stream (RMS). LalLS#5t trés épaisse a 22 SA, puis diminue
progressivement a partir de 25 SA pour disparait@8 SA, comme les cellules de Cajal-
Retzius transitoires. De nouvelles cellules dealERgtzius ne sécrétant que de la reeline

apparaissent juste sousdha limitans alors que un réseau de fibres calrétininergisgsts
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observé dans la moléculaire dont les corps celedabnt migré dans la couche des grains

externes (couche Il) par voie vasculaire [MeygBehzalez-Gomez, 2018].

[-3-1-3- Stade de plaque corticale mature

Chague couche de la plaque corticale mature gunpieférentiellement un type de
neurones. Les couches lll, V et VI contiennent esskkement des neurones pyramidaux et
les couches I, Il et IV des interneurones. Lamgsation de lisocortex en six couches
identifiables aprés 26 SA comprend : la coucheuche moléculaire ou marginale, la couche
Il ou couche des grains externes, la couche llcouche des petits neurones pyramidaux
dont la majorité est a destination commissuraleplache 1V ou couche des grains internes, la
couche V des grands neurones pyramidaux, appédlétesale Betz dans les aires motrices 4
et 6 a l'origine de la voie corticospinale, enfia touche VI constituée de neurones
polymorphes [Kostovic et coll., 2019]. La couche & couche des grains internes est
d’abord présente dans toutes les aires corticplgs,disparait a 34 SA dans le cortex moteur
(aire 4 de Brodman) et prémoteur (aire 6 de Brogmamsuite dans les zones associatives de
1*" et de second ordre au cours de la période nétengta formeront lisocortex dit
agranulaire. Ces différentes couches contiennenirderneurones de morphologie variable :
granulaires, bipolaires, multipolaires, en panam, chandelier ou triangulaires et qui sont
aussi caractérisés par leurs neurotransmetteucgfigpés parfois co-exprimés: somatostatine
(STT), neuropeptide Y (NPY), CR, cholécystokini®CK), peptide vasointestinal (VIP) et
acidey-amino-butyrique (GABA) qui est le principal neuamismetteur inhibiteur du cerveau
[Lim et coll., 2018].

[-3-1-4- Une structure particuliere : la sous-plaqu

La sous-plaque est un compartiment transitoire éex@ment volumineux chez
I’humain contenant les neurones les plus précoceg@reérés issus de la VZ et des GE puis
des cellules gliales et des réseaux axonaux ers @microissance. L'épaisseur de la sous-
plague est maximale a 30 SA et représente 40% lduneodu télencéphale. Le phénotype des
neurones est excitateur (glutamatergique) ou meslwldGABAergique). Si leur role dans le
guidage des afferences thalamocorticales vers uaheo |V du cortex somato-sensoriel est
établi depuis longtemps, ils jouent en fait un iéd@ortant au cours d’autres événements clés

du développement cérébral. Précocement, ils camirda migration radiaire en établissant
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des synapses transitoires avec les neurones maitgm exprimant les récepteurs au N-
méthyle-D-aspartate (NMDA) et induisent la tramsitides neuroblastes multipolaires en
neurones bipolaires qui pénetrent la plague cdetifdahtaka-Maruyama et coll., 2018]. lls
interviennent dans le guidage axonal, la difféediain et la survie cellulaires ainsi que dans
les phénomenes de plasticité synaptique en satréles molécules de la matrice
extracellulaire (MEC) et jouent donc un rble esstntlans la formation des circuits
corticaux. Au cours de la période périnatale, Igonitgé des neurones de la sous-plaque
disparait. Les neurones restants sont encore fdsnthez I'adulte et sont appelés neurones

interstitiels [Hoerder-Suabedissen et Molnar, 3015
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Figure 18: Evolution morphologique des neurones de la sdagde : Les neurones ont d’

abord une morphologie multipolaire. Apres avoir wasqune morphologie bipolaire, ils

commencent a migrer. Dans la sous-plaque, les nesiren migration adoptent une forme
intermédiaire entre morphologie multipolaire etdigire [D’apres Ohtaka-Maruyama et coll.,
2018].

[-3-2- Mise en place des commissures

Les commissures cérébrales sont des faisceauxitance blanche qui relient les
deux hémispheres cérébraux et permettent ainstraeau bi-hémisphérique de constituer un
ensemble étroitement connecté. A 5 semaines, lag @ésicules télencéphaliques sont
réunies en avant par lamina terminalisprimitive qui correspond au point de fermeture du
neuropore antérieul.es commissures cérébrales se développent a piartrettelamina

terminalis primitive. Celle-ci se modifie de facon importamtetre la 8™ et la 8™ semaine
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de développementSa partie ventrale située a proximité du chiasnti&o@ se modifie peu et
deviendra la lame terminale définitive. Sa partigsdle s’épaissit pour former une masse
cellulaire située entre les éminences ganglionsaappeléelamina reuniensd’ou se
développent les commissures cérébrales. A 8 semades fibres provenant des parois
ventro-latérales des vésicules cérébrales travielaéigne médiane via la partie ventrale de la
lamina reuniens et forment l'aire pré-commissuml@rea praecommissuraliprécurseur de

la commissure antérieure. Ces fibres croisentgaelimédiane pour former la commissure
antérieure. Au-dessus de l'aire pré-commissurate fosme I'hippocampe primordial ou
primordium hippocampifuture commissure fornicale. La commissure fal@est formée a
10 semaines et permet d’associer les hippocampetsibercules mamillaires.

Le corps calleux, constitué de pres de 200 millidiasones, est la plus volumineuse
des commissures cérébrales. Chez I'adulte, lesscoefiulaires des neurones a destinée
calleuse, situés majoritairement dans la couchedd#$ petites cellules pyramidales de
certaines aires corticales, émettent des axonesaygrsent la ligne médiane et se projettent
controlatéralement sur des aires le plus souvemokypiques, mais parfois hétérotopiques.
Le développement du corps calleux comporte tr@pes : commissuration (réalisation d’'un
point de passage entre deux hémispheres), puiagesies axones calleux au travers de la
ligne médiane, enfin stade de maturation calleuseorps calleux se forme dans la portion la
plus dorsale de ldamina reuniens en arriere de I'hippocampe primordial. Cette oégi
s’invagine et forme une gouttiere au fond de lssgie inter-hémisphérique. La méninge
primitive bordant la gouttiere se résorbe et sagdsefusionnent, isolant la gouttiere de la
scissure inter-hnémisphérique. La masse ainsi forapgeléanassa commissuralisgbauche
du corps calleux. Lors de la *"f semaine de développement, des neurones situésalans
plaque isocorticale émettent des axones qui tsamera masse commissurale et constituent
le genou du corps calleux. La croissance des héeiiep entraine celle des commissures par
un mouvement d’enroulement autour des futurs thaleengenou se forme en premier, puis
le corps, l'isthme et le splenium. Le rostre estérnier & se mettre en place entre 18 et 20
SA. La portion de la lamina reuniens située engrgrimordium hippocampi et la masse
commissurale forme le septum pellucidum par caeitacavum sep}i bordé par les deux
feuillets du septum pellucidum. La maturation aadle survient au cours de la période
périnatale et chez le nourrisson par processusmib@tion axonale et de myélinisation.
L’élimination postnatale des axones calleux esud@aoins 70% et s’effectue sans mort
neuronale. Les axones éliminés proviennent de nearsitués normalement dans des zones

acalleuses. La maturation calleuse permet le passagtade néonatal a la situation adulte.

49



Certaines aires ne projettent pas sur le corteik@aitéral, elles sont appelées aires acalleuses
et correspondent & des aires primaires : airesicasti(aires 4 et 6 de Brodman), aires
sensitives (aires 1 et 2 de Brodman de la madugtied), aire visuelle 17 de Brodman. Les
axones éliminés proviennent également de neurogast &tabli des connections trans-
calleuses aberrantes pendant la gestation et e, ladgremiére semaine de viea
myélinisation par les oligodendrocytes suit un gratlcaudo-rostral et est responsable d’'une
augmentation de volume du corps calleux malgrénfi@ation axonale [Catala, 2003 ;
Richards et coll., 2004 ; Paul et coll., 2007].

Figure 19: Schéma représentant les modes de connexionshigmgisphériquesia le corps
calleux. Les axones calleux traversent huit zoregrdissance qui produisent des signaux

chémoattractifs et chémorépulsifs [D’aprés Kostp2D19].

I-3-3- Mise en place des sillons et circonvolutis : la gyrification

L’apparition de scissures primaires puis de silleesondaires et tertiaires permet
d’évaluer la maturation de I'encéphale chez le fodtumain. A 14 SA, les hémisphéres
cérébraux suivent un mouvement de bascule antéfrmage. A 18 SA, la vallée sylvienne
qui était sous forme de fossette depuisSIM se creuse et devient visible. A 22 SA, les

fossettes correspondant aux futures scissures ipegnapparaissent, en particulier le sillon
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central ou scissure de Rolando. La vallée sylvidonae un triangle comportant en avant de
sa berge inférieure une fossette délimitant lerflatine temporal. A 24-25 SA, les sillons post-
central, intra-pariétal, occipital antérieur etrfra antérieur apparaissent. A 28 SA, les
derniers sillons primaires frontal inférieur, termgdosupérieur, moyen et inférieur, occipital
latéral sont en place. Entre 28 a 32 SA, les glleacondaires apparaissent. Les sillons
tertiaires apparaissent a partir de 32 SA et siimids a 35-36 SA. Les vallées sylviennes se
ferment de fagcon asymétrique pour former les soésssylviennes. A 38 SA, I'encéphale a

une morphologie de type adulte.
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Figure 20: Représentation schématique des principales phdseta gyrification chez

’humain [D’apres Kostovic, 2019].

La topologie et la présence de sillons varie ertfon des espéces. La formation des
sillons primaires et secondaires est génétiquenug&ierminée. Les sillons primaires
délimitant les lobes sont présents chez tous lasmitres. Les sillons intracorticaux sont
présents chez les primates mais la gyration sede@nét tertiaire est spécifique d’espéce
n'est retrouvée que chez les mammiféres dits ggmmaiques. La topologie des sillons
dépend également de multiples facteurs dont leipipsrtant est la présence et I' abondance
des difféerents types de progéniteurs notammenésepce d'oRGs, de la dynamique du cycle
cellulaire au niveau des progéniteurs, de I' atitivades voies de signalisation dans le
neuroepithelium et le cil primaire, des mécanisiaiapoptose dont les dernieres étapes sont
régulées par I autophagie, de I' expression difféielle de genes contrdlant la génération des
neurones dans les zones germinatives, des difiésdnpologiques de I’ expansion conique et
du mode d’'établissement des connections neuropalesuro-glialegLewitus et coll., 2013 ;
Sun et Hevner, 2014 ; De Juan de Romero et c@L5R Chez les primates non hominiens,

les oRGs produisent des précurseurs gliaux lorsgueuronogénese cesse. Ces cellules se
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répartissent dans toutes les couches du cortexae$ th substance blanche avec des
différences régionales, contribuant a la formagbm I'expansion des circonvolutions [Rash
et coll., 2019]. Chez I'humain, la topologie delfosis tertiaires est soumise a des variations
interindividuelles.
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Figure 21 : Comparaison de I'évolution de la gyration chez iInammiferes: la démarcation
des sillons primaires est conservée chez les mammesif(lapin, singe et humain), la
délimitation des sillons corticaux n’est présente ghez les primates (singe et humain). Le
développement des sillons secondaires et terti@sespéecifique d’espéce. La longueur et
I'épaisseur des circonvolutions sont soumises avdaations individuelles [D’aprés Lewitus
et coll., 2013].

Ces variations sont liées aux neurotransmetta@me®s par les fibres afférentes des
faisceaux sous-corticaux, en particulier les affées thalamiques. Certains axones relarguent
du glutamate, de I'acétylcholine et des facteursrdessance qui influencent la formation des
gyri en régulant la prolifération des iPCs et o&Gs. Les leptoméninges sécrétent des
facteurs diffusibles tels les chémokines et I'agiéknoique qui régulent aussi la prolifération
des iPCs et des oRGs.
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Figure 22 : Role des afférences corticales et des meningesoars du processus de

gyrogénese [D’apres Sun et Hevner, 2014].

I-4- Maturation des cellules nerveuses

Les neurones du cortex cérébral sont divisés er deandes classes : les neurones
effecteurs qui sont excitateurs, soit de projecparticipant a la formation des voies longues,
soit destinés a constituer les voies associatieesles neurones neuromodulateurs ou
inhibiteurs, correspondant aux interneurones guoi destinés a I'établissement de connexions

locales.
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I-4-1- Neurones effecteurs

Les neurones de projection et d’association sorst weurones de morphologie
pyramidale situés dans les couches lll, V et VlesQeurones émettent des cbnes de
croissance dont I'élongation en direction de leitecpermet I'établissement de jonctions
intercellulaires de signalisation spécialiséessiggmpses.

Au cours du développement, la croissance de l'avadnsi que son guidage jusqu’a sa
destination finale sont assurés par cette strudtarssitoire qu’est le cone de croissance qui
explore I'environnement extracellulaire sous l'itdhce de signaux spécifiques grace a des
lamellipodes et filopodes contenant actine et rm@msjui s’allongent ou se rétractent [Marin
et coll., 2010]. Les signaux de guidage peuveret &ttractifs ou répulsifs agissant localement
ou a distance afin de supprimer les trajets et demconnections aberrantes. Ces signaux sont
deux ordres, non diffusibles ou diffusibles. Legsiux diffusibles comprennent les molécules
de la matrice extracellulaire (MEC), laminines,lagénes et fibronectine, et les molécules
d’adhérence cellulaire (CAMs et cadhérines) alars tps signaux non diffusibles sont des
substances chémoattractives comme les moléculeda diamille des nétrines/Slit ou
chémorépulsives comme les sémaphorines ou lesnéghiSkaper et coll., 2001 ; Marin et
coll., 2010].

Grace a des approches combinées de neuro-higpldgiRM in vitro sur coupes
macroscopiques avec mesures volumétriques desatifes structures cérébrales et d’études
par tractographie, Kostovic et coll. ont étudié dderentes phases de la croissance axonale,
de la synaptogénese et de la mise en place denteciivité intracérébrale humaine. Des la
fin de 'embryogénese, les afférences en provendoctonc cérébral sont connectées aux
structures supratentorielles de méme que les ctonscentre noyau amygdalien et cortex
temporal. Entre 15 et 25 SA apparaissent les presarborisations dendritiques dans la zone
marginale et la sous-plaque. Entre 24 et 28 SA,afésrences thalamiques et les fibres
thalamocorticales se connectent. Avant 24 SA, |d&remces thalamiques (voie
spinothalamique) traversent les régions périveutiices, se placent au contact de la capsule
interne, puis cheminent dans la zone intermédiafratteignent la sous-plague ou elles
« attendent ». Ces afférences en attente au nideda sous-plague ne se connectent a la
couche des grains internes qu’au troisieme trireesfes projections passant par la capsule

externe se projettent dans toutes les aires claica
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Figure 23: Schématisation de la croissance des faisceadlesiconnexions cérébrales au
cours de la premiere moitié de la grossesse : dltret 28 SA, les voies en croissance en
provenance ou a destination de la plague corteate les voies limbique, thalamo-corticale
et cortico-thalamique, cortico-striatale, cortiqnrale, cortico-pontines et les fibres cortico-
corticales; les structures transitoirement conreectgont les afférences du noyau basal de
Meynert au cortex, et la voie thalamo-corticale st temporairement connectée aux
neurones de la sous-plaque; les voies définitivéroennectées sont les afférences provenant
du tronc cérébral et de la moelle [D’aprés Kostaticoll., 2019].

La période 29-34 SA est marquée par une croissamportante des voies
associatives, ainsi gu'a un développement intensee slynapses et des arborisations
dendritigues. C'est a ce moment que la productidoliggdendrocytes est majeure.
L’organisation du néocortex en six couches devmsstblogiquement évidente. Les voies de
projection entre cortex, thalamus, striatum, prétabce annulaire et moelle sont en place.
Les voies associatives, conjointement aux voieguea ascendantes et ascendantes forment
la corona radiata ou centre semi-ovale. Leur tisgetnodifie et s’adapte aux circonvolutions

secondaires qui se développent activement. Ladgubstance blanche se segmente en quatre
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compartiments distincts : corps calleux, carrefop&iventriculaires,corona radiata et
substance blanche sous-corticale.
La période néonatale est marquée par la disparifies connections transitoires :

afférences provenant des noyaux cholinergiquesadms$e, connections cortico-striatales et

connections cortico-limbiques.

INHIBITORY NEURON
FIBER BUNDLE

: EXCITATORY NEURON
®
®  SYNAPSE

Naissance

29-34 SA

Figure 24: Schématisation de la croissance des faisceadlesiconnexions cérébrales au

cours du dernier trimestre de la grossesse. Ef@¥@42semaines, les voies en croissance
sont les fibres calleuses a destinée corticalesivbies associatives; une partie de la voie
thalamo-corticale et de la voie cortico-striatal encore transitoirement connectée; une
autre partie des fibres thalamo-corticales, costidamiques, cortico-striatales, cortico-

spinales, cortico-pontines et limbiques sont déanectées. A la naissance, les fibres
calleuses et les autres faisceaux d’associatiort sonore en cours de croissance ou

transitoirement connectés [D’aprés Kostovic et.cald19]
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Les premiéres terminaisons synaptiques sont fiisgi au sein du cortex cérébral
humain dés la®'" semaine de gestation au niveau de la molécultide éa sous-plague et
proviennent de neurones monoaminergiques du tralr€bral. Elles se développent
massivement a partir de la deuxieme moitié de lasggsse, et les premieres synapses
thalamocorticales se forment entre 24 et 28 SApgéra laquelle les synapses sont plus
développées dans I'hippocampe (archéocortex) ques d#socortex. La formation de
synapses se poursuit pendant plusieurs annéess Agite période de synaptogénese intense,
le nombre de synapses diminue de prés d’'un fa2elurant la 2" décade par phagocytose
astrocytaire et microgliale. Le nombre de synapsestabilise au cours de 18"8décade,
période d’établissement définitif des circuits auorticaux [Petanjek et coll., 2011].

Il existe de multiples variétés de synapses siglors propriétés biochimiques, le type
de neurotransmetteurs, la composition des récepteost-synaptiques et leur plasticité a
court et a long terme. De nombreuses molécules isguitquées dans I'établissement des
connexions, notamment les CAMs qui initient la fatimn des synapses puis médient
'organisation bidirectionnelle des versants pré @ost-synaptiques. Le relargage
présynaptique de neurotransmetteurs comme le ghi¢aet le GABA est également impliqué
dans la formation de la synapse, de méme que dghaslCAMs synaptiques : neuréxines et
leurs ligands, latrophilines, BAIs (Brain Angiogsi®Inhibitors), téneurines, RRTPs (LAR-
type receptor-phosphotyrosine phosphatases), syr&gAdhdhérines, éphrines et leurs
récepteurs, canaux calciques pré-synaptiques eept&as post-synaptiques aux
neurotransmetteurs. Des que la cellule cible ésin&t, le cne de croissance se différencie
en arborisation terminale et établit des connexinsites avec cette cellule. Cette adhésion
cellule-cellule est dépendante du calcium et egtilée par des cadhérines qui forment des
adhésions de faible ou de forte adhérence. La naissance entre les éléments pré et post-
synaptiques est réalisée par I'intermédiaire d8yaCAM1 présente au niveau du cone de
croissance et les cadhérines [Arikkath et Reich2088] qui en se liant a I'actine, permettent
la stabilisation de la future synapse. Puis la zprésynaptique se développe grace a un
réseau de protéines d’échafaudage caractérisénpasacumulation de vésicules synaptiques
et de transport avec une forte concentration dawangalciques indispensables au processus
d’exocytose. Sur le versant postsynaptique se dppel une région appelée densité
postsynaptiqgue ou PSD qui contient des réceptawwsnaurotransmetteurs, des canaux, des
protéines de transduction et un réseau de protBgahmafaudage comme le PSD95, qui fait
partie des MAGUK (Membrane Associated Guanylate ak&), S-CAM ou SAP102

(Synapse-associated protein  102jui participe au recrutement des récepteurs

57



glutamatergiques post-synaptiques au niveau deapsgs excitatrices. Deux protéines
seraient particulierement impliqguées dans la misglace des connexions synaptiques, la
neuréxine présynaptique et la neuroligine postsyma® qui possedent la capacité de se lier
'une a l'autre [pour revue, Sudhof, 2018]. Ladian entre les neuroligines et fegeurexines
permet la formation et la stabilisation des élem@né- et postsynaptiques ainsi que la liaison
avec des protéines d'échafaudage. Leseurexines se lient aux protéines CASK
(CAlcium/calmodulin dependent Serine protein Kirjase Mint (Msx2-interacting protein)
qui permettent la liaison avec des canaux calcigblss sont indispensables a la libération
des neurotransmetteurs. Les neuroligines peuveligrsaux protéines PSD95 et S-CAM qui

permettent le recrutement des récepteurs glutagiqters postsynaptiques.
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Figure 25 : Interactions moléculaires impliquées dans laapge mature [D’apres Dean et
Dresbach, 2006].

[-4-2- Interneurones

Les interneurones constituent jusqu’a 30% desome&sr corticaux selon les régions et
sont indispensables a la mise en place des cinatigeorticaux. Ils sont classés en plusieurs
sous-groupes qui different par leur morphologieyrdeconnections, les neurotransmetteurs
sécrétés, sources de diversité fonctionnelle. beaturation est relativement tardive au cours
de la période foetale et se poursuit apres la axaigschez I'humain. lls feront I'objet d’'une

étude détaillée dans le chapitre Il
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I-4-3- Macroglie

La macroglie comporte : la glie radiaire transgomui est une caractéristique du
cerveau en développement et sert de guide a laticigmeuronale radiaire, la glie limitans et
la glie définitive. La glie radiaire ne persisteegians certaines structures : glie de Bergman
dans le cortex cérébelleux et cellules de Mullersda rétine. Les cellules gliales produites au
cours du développement sont impliquées dans laatmgr car elles sécrétent des facteurs de
croissance et des molécules d’adhésion indispessablla croissance et au guidage des
neurones. La glie définitive comporte les épendwytex; les astrocytes et les

oligodendrocytes et représente plus de 50% desezlians le SNC.

[-4-3-1- Astrocytes

Les astrocytes proviennent de la différentiatienlal glie radiaire et de précurseurs
gliaux générés a partir des progéniteurs internredissitués dans I''SVZ dans des régions
différentes et mutuellement exclusives des sitgsrdduction des oligodendrocytes. Avant 25
SA, ils sont majoritairement produits dans les aoggi de la VZ du télencéphale dorsal
exprimant la neurogénine 2, par régulation négatesé&a neurogéninel et de ERRB2, facteurs
proneuraux [Rowitch et Kriegstein, 2010]. L'astrogée est maximale entre 15 et 25 SA. Il a
été récemment démontré chez le singe que les wstsosont également générés a partir de
'oSVZ et migrent, comme les astrocytes précocengameéres, par voie tangentielle puis
radiaire et se différencient tout en gardant leauvoir mitotique. Cette gliogénése a partir de
'oSVZ contribuerait a 'augmentation de la gyrditon observée chez les primates [Rash,
2019]. Les astrocytes immatures expriment le vimenét la GFARS, comme les cellules
gliales radiaires, et les astrocytes matures, |ARSFECertains astrocytes expriment non pas la
GFAP, mais Olig2 et sont localisés dans des tamgomutuellement exclusifs. On les
observe dans les noyaux magnocellulaires de la basiealamus et les noyaux profonds du
cervelet au niveau desquels les neurones expriraess$i les transporteurs du GABA,
suggérant que cette sous-population particuliereexprime le transporteur- 3 du GABA est
impliquée dans la neurotransmission inhibitricetflani et coll., 2018]. Les cellules gliales
radiaires persistant le long des cavités ventricedase différentient en cellules épendymaires
apres 26 SA. En fin de gestation, I'astrogénesstastilée par trois voies : Notch, BMPs et la
cytokine IL6 [Jiang et Nardelli, 2016].
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[-4-3-2- Oligodendrocytes

Chez la souris, les précurseurs oligodendrogl{@RCs) sont produits en trois vagues
successives, la premiére dans la MGE, puis les sieivantes dans les LGE apres régulation
négative des génes proneuraux et positive des geaghkaux au niveau des progéniteurs de
la VZ. lls apparaissent a E12, empruntent le réskhaplexus vasculaire périventriculaire
provenant du plexus méningé superficiel, parviehrieda jonction télencéphale dorsal-
télencéphale ventral. Le nombre d’OPCs augmentsidérablement entre E16 et E18 dans le
cortex. Les pré-oligodendrocytes (pré-OLs) expritmbn facteur de transcription Olig2
envahissent le cortex dés E18 [Tsai et coll., 20CBz 'homme, les oligodendrocytes sont
essentiellement générés au cours de la seconde mwila grossesse, avec un pic maximal de
production débutant vers 30 SA, leur nombre croissacore apres la naissance. Cependant,
les premiers pré-oligodendrocytes sont observés darpartie superficielle de la plaque
corticale a partir de 14 SA, et la migration conitante d’'OPCs et de pré-oligodendrocytes
est identifiée entre 18 et 24 SA.

La migration tangentiellest active pendant toute la durée de la grossesset ¢ée
premier mode de migration des oligodendrocytes. seeond mode de migration est
vasculaire. L'attraction des OPCs vers les vaisseati sous le contrdle d’'une chémokine, le
Cxcr4, et de la voie canonique Wnt. L'interactiarire vaisseaux et OPCs s’effectue par des
molécules de la MEC et des protéines d’adhésiompagticulier le Gprl24 qui contribue non
seulement a l'angiogénése mais aussi a la formatmrda barriere hémato-encéphalique
[Chang et coll., 2017]. Les OPCs migrent en rampaitdng des vaisseaux et en sautant d’'un
vaisseau a l'autre. Ce phénomene ne nécessiteapga®dence de peéricytes mais nécessite
lintégrité de I'endothélium donc la production degnaux endothéliaux appelée voie de
signalisation angiocrine [Dejana et coll., 2016].

La spécification des OPCs requiert I'activationl@eoie Shh qui contrdle les facteurs
de transcription Nkkx2, Gsh2, Oligl/2 et Ascll afwis appelé Mashl, alors que les signaux
dorsalisants (BMPs) induisent la spécification@sttaire. La myélinisation est un processus
complexe auquel on reconnait plusieurs phaseditpation et migration des OPCs dans les
faisceaux de la future substance blanche, recasarais des axones cibles et signalisation
axone-glie, différentiation en oligodendrocytes fimygants, enroulement de la myéline
autour des axones, puis compaction de la myélirenf formation des nceuds de Ranvier.
La prolifération et la différentiation des OPCs tsoégulées par des signaux neuronaux,
positivement par Oligl/2, SOX10 et Ascll, et négatient par Lingol et Gprl7. Afin
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d’assurer un nombre équivalent d’oligodendrocyteselui des axones qui doivent étre
myélinisés, les OPCs sont produits en exces saofuénce des facteurs de croissance
Platelet Derived Growth Facter-(PDGF-A), FGF-2, Insulin Growth Factor 1 (IGF-1),
neurotrophine 3 (NT-3) et Ciliary Neurotrophic fac{CNTF) puis éliminés par apoptose.
Les OPCs étant parvenus dans leur localisatiomitiegé commencent a se différentier et
expriment la Myelin Basic Protein (MBP) et la Phieshipid Protein (PLP). Il est a noter que
dans le cerveau feetal et adulte humain, certain8sQOPstent au stade de précurseurs et I'on
reconnait quatre populations d'OPCs selon [I'expoessde leurs marqueurs de
différentiation : les OPCs A2B5 +, les OPCs O4es, OPCs A2B5/04 + et les OPCs Myelin
Oligodendrocte Glycoprotein (MOG) + [Leong et cal014 ; Simons et Nave, 2015].
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Figure 26: Principales étapes du développement de la liggedendrogliale [D’aprés
Jiang et Nardelli, 2016].

La myélinisation dans le télencéphale humain agpau troisieme trimestre. Par
techniqgue d’'IRM avec séquences pondérées T1, ilpeskible de visualiser une pré-
myélinisation dés 29 SA dans plusieurs structunesis a la naissance la myéline n’est
morphologiquement identifiée que dans le bras pestéde la capsule interne. Toutes les
autres structures supratentorielles se myéliniapraés la naissance, principalement au cours
des deux premiéres années de vie. En revancheydhlnimation est précoce dans le tronc
cérébral et le cerveletixones du noyau du VIII 416 SA ; axones des noyhu¥, X, et du
XIl, faisceau longitudinal médian, faisceaux tebtdbaires, corps trapézoide et faisceau
lemniscal latéral, et faisceau lemniscal meédigradir de 20 SA ; myélinisation débutante
dans le tegmentum entre 21 et 24 SA: début de ingation des faisceaux sensitifs

ascendants semaines, début de myélinisation vemmiemyélinisation autour du noyau
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dentelé entre 24 et 28 SA ; myélinisation du fasckemniscal médian, du tegmentum et du
vermis entre 28 et 32 SA. Entre 33 et 40 SA, la Imigation est nette au niveau des
faisceaux sensitifs alors qu’elle est débutant@migeau du faisceau pyramidal [Adamsbaum
et coll., 2001].

[-4-4- La microglie

La microglie n'est pas produite par I'encéphale,isnprovient de la moelle
hématopoiétique et migre dans I'encéphale pour titoes le systéme histiocyto-
macrophagique résident. Les cellules pénétrentqarmeéningée et choroidienne des le stade
d’hématopoiese extra-embryonnaire (macrophagesuxoatéorigine vitelline), vasculaire
(contemporaine de la mise en place de [I'hématopoi@stra-embryonnaire) et
périventriculaire (a partir du plexus vasculaireiyEntriculaire situé dans SVZ). Ces cellules
migrent ensuite en empruntant les faisceaux, eticpier la capsule interne et le corps
calleux. La distribution de ces cellules devienifarme a partir de 16 SA [Monier et coll.,
2006].

I-5- Développement de la vascularisation cérébrale

I-5-1- Mise en place du systeme vasculaire

Les vaisseaux sanguins se développent selon deadalités: vasculogénése et
angiogénese. La vasculogénese correspond a l&épatibn de cellules issues du mésoderme,
les angioblastes, qui se différentient en cell@edothéliales. La vasculogénése débute en
situation extra-embryonnaire dans la région deékioule ombilicale, entre J13 et J15, par la
formation d’amas de cellules mésodermiques appkitssde Wolff et Pander constitués d’
hémangioblastes. Au sein des agrégats, deux grodeesellules s’individualisent : les
cellules centrales et les cellules périphériques tellules centrales donnent naissance aux
hémocytoblastes, précurseurs des cellules sanguime$ormation intra-embryonnaire du
tissu sanguin débute a la 5éme semaine, dans deplas dans la rate, les ganglions
lymphatiques et la moelld.es cellules périphériques donnent naissance agolaastes
disposés en amas qui se tunnellisent pour formeplexus vasculaire primitif autour de
'embryon établi au cours de |&™S semaine. Le développement de la vascularisativa-i
embryonnaire ainsi que du tube cardiaque est iagut I'endoderme et se développe a partir
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de cellules angioformatrices situées dans le méswdatéral (splanchnopleure) puis de
cellules angioformatrices situées le long de ladignédiane [Shoenwulf et coll., 2017].

Aux stades précoces de I'embryogénese, la vapendse et I'angiogénése sont
régulées par plusieurs voies de signalisation thompius importante est la voie VEGF. Les
vaisseaux précocement formés sont les veines emmmyes cardinales dont la
destinée sanguine est liee a I'absence d’expresggidtrox-1 (Prospero Homeobox protein 1),
I'expression de Prox-1 constituant la premiere €@ la différentiation lymphatique, comme
schématisé ci-dessous. Le destin artériel deslegliendothéliales des vaisseaux sanguins
dépend principalement de la voie VEGF-Notch.

Les cellules futures endothéliales (angioblaspeeiluisent des signaux destinés aux
tissus et organes en formation ainsi quaux cdludm contact direct avec elles par
lintermédiaire des récepteurs de basse et hafitgt@fau VEGF : cellules situées autour des
gros vaisseaux appelées cellules murales correapbraix futures cellules musculaires
lisses et cellules du lit capillaire qui recouventothélium de fagon discontinue, et péricytes.
Lorsque les vaisseaux primitifs sont formés, ddisiles mésenchymateuses recrutées sous la
dépendance de signaux émis par I'endothélium vigrane contact des cellules endothéliales
et forment progressivement la paroi des vaisseaebules musculaires lisses et péricytes)
sous le contrdle de la voie du PDGF dont les réceptsont exprimés par les progéniteurs des

cellules musculaires lisses vasculaires, et deidu TGF.
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Figure 27: Voies signalétiques impliquées dans le dévelogpgndes vaisseaux sanguins
[D’apres Cleaver et Melton, 2003].

Le VEGF qui appartient a la superfamille des faxtele croissance représente le point

clé de la régulation de Il'architecture vasculaieectiaque organe, que ce soit au cours de

63



'embryogénése précoce, du développement fcetal eocedaines pathologies telles que
phénomenes de réparation tissulaire ou angiogétgeserale. Ce systéme comporte les
VEGF A, B, C, D et le Placental-like Growth Fac{®iGF). Le VEGF-A est impliqué dans
'angiogénese, le VEGF-B dans le développementaurcet des vaisseaux coronaires, les
VEGF-C et D dans la mise en place du systéme lytiqpiea Les autres signaux clés sont le
systeme angiopoiétine qui est secrété par I'envinment de la cellule endothéliale exprimant
le récepteur tyrosine kinase Tie-2, le BMP2 quisstrété par l'aorte dorsale permettant la
différenciation des neurones de la créte neurgistdme sympathique), le TIBE qui induit

la formation des cellules musculaires lisses arpaes cellules souches de la créte neurale,
enfin le systeme angiopoiétine/ Tie (Tyrosine kenasth Immunoglobulin and EGF factor
homology domains). Parmi les quatre angiopoiétilaes, et la 4 stimulent le récepteur Tie2,
alors que la 2 et la 3 ont une action inhibitrieg se récepteur. L’'angiopoiétine 1 est
exprimée dans le myocarde et dans les cellules utaiszs lisses vasculaires et
'angiopoiétine 2 dans les cellules musculaireseksvasculaires et les sinusoides hépatiques.
La génération de modeles murins a permis de préteseble des angiopoiétines et des
récepteurs Tie. Les souris dont le géAagl est invalidé présentent un défaut de
développement de I'endocarde et du myocarde, usenab de péricytes, une diminution du
nombre de gros vaisseaux et une létalité embryomnaa surexpression du geAeglchez

la souris n’induit qu’'une hypervascularisation od@, alors que la surexpression du gene
Ang?2 reproduit le phénotype des souris invalidées peardenesTie, a savoir un défaut
d’intégrité des cellules endothéliales associé s ltamorragies et des cedemes. Les souris
invalidées pour le genEie2 présentent un réseau vasculaire peu hiérarchigéseanomalies
du remodelage du plexus vasculaire méningé prinligfs vaisseaux intracérébraux sont

dilatés et n’émettent pas de collatérales [Lee2834].

I-5-2- Mise en place de la vascularisation intrabéale

Dans la région céphalique, la vascularisation brété débute au cours de 18"3
semaine, au stade de plague neurale. Les vaisgeatorment le plexus méningé primitif par
vasculogénése présents a |8"4semaine de gestation sont visualisés au-dessus du
neuroepithelium. La vascularisation intracérébssedéveloppe a partir du plexus méningé
primitif par angiogénese, c’est a dire par formmatibun néo-vaisseau a partir d'un vaisseau
préexistant par bourgeonnement puis tunnelisatierednberg et Jin, 2005]. A noter que

'angiogenése par mécanisme d’intussusception qrmet la formation de nouveaux
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vaisseaux par subdivision d'un vaisseau préexisfant la formation de cloisons est
pratiquement absente dans le SNC [Burri, 2004]dé&eeloppement de la vascularisation du
télencéphale débute en méme temps que la cortiésgém partir de 1a*8° semaine de
développement, apres la fermeture du tube neuraé poursuit bien au-dela de la naissance.
La vascularisation se développe par vagues sugesss partir du plexus vasculaire
superficiel, pénetre dans le manteau cortical gerfaadiaire et paralléle, croit activement
pendant la phase de migration neuronale [Marin{Raeti coll., 2011]. Ce systéme superficiel
s’anastomose au systéme de la carotide internseqdéveloppe a partir di™ arc aortique,
au moment ou le polygone de Willis est formé, solt2 SA. La connexion entre les deux
systemes de vascularisation se fait par linteraiéelid’'un réseau capillaire, le plexus
périventriculaire, qui proviendrait soit du plexeptoméningé superficiel pour certains, soit
des arcs pharyngés pour d’autres [Vasudevan let 2008].

Pour Vasudevan et coll., 'angiogénese progredssedon un gradient ventro-dorsal régulé
par des facteurs de transcription spécifiques aegwh région : Nkx2, DIx1 et DIx2 exprimés
par les progéniteurs ventraux, et Pax6 exprimégsaprogéniteurs du télencéphale dorsal.

meéninge Bourgeons Capillaires
endothéliaux  intracorticaux

Glie radiaire Neuroblastes post-mitotiques

Figure 28: Formation des perforantes intracorticales a ipai plexus méningé primitif

révélée par immunomarquage CD31 [D’apres Légeolet 2020a].
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Figure 29: Développement du réseau vasculaire périventireuldMise en évidence par

immunomarquage isolectine B4 [D’aprés Vasudevamkt 2008].

A partir du plexus méningé superficiel, six grougkesvaisseaux se forment et sont en
place a 30 SA. Le groupe 1 vascularise les couched du cortex, il est établi a 27 SA. Le
groupe 6 est constitué par des vaisseaux qui Baneta plaque corticale et vascularisent la
substance blanche, il est constitué a 15-16 SAc€oant les groupes 2 a 5, les vaisseaux
pénétrent dans le cortex, s'arrétent a des niveaunables, puis émettent des collatérales.
Cette phase est appelée «phase de branching » s#oformera le réseau capillaire
intracortical définitif. Les premiéres collatérakss forment dans le cortex profond, en suivant
le gradient inside- out de la migration neuronakgroupe 4 vascularise la couche VI, il est
en place a 20 SA. Les groupes 2 et 3 se metteplaea entre 20 et 27SA et vascularisent les
couches IV et V. Le réseau capillaire de la coutdhee développe apres la naissance pendant
la phase intense de synaptogénése et de myélimisatitre le " mois post-natal et I'age de
10 ans [Norman et O’Kusky, 1986].
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Figure 30: Développement des perforantes intracorticales dancortex cérébral humain
visualisé par technique d’inclusion en celloidirteceloration par la phosphatase alcaline
[D’apres Norman et O’Kusky, 1986].

I-5-3- Mécanismes cellulaires et moléculaires inupéis dans I'angiogénése

L'angiogénése est un processus « multi-step »couiporte schématiquement deux
phases: une phase d'activation et une phase deuti@so Sous l'effet d’'un stimulus
angiogénique, les basales sont dégradées, lesesedindothéliales migrent et envahissent la
MEC. Elles proliferent et se tunnellisent ensuitears de la phase de résolution, la
prolifération des cellules endothéliales cesse dgnenque leur migration. La MEC se
reconstitue, les complexes jonctionnels entre khiles endothéliales se rétablissent, les
péricytes affluent et s'organisent autour de I'dm@lam. De nombreux facteurs de
transcription coopérent pour induire l'angiogénékmt les 2 majeurs sont I'HIFd-
(Hypoxia-inducible factor 1) et la voie NF-kB. HIfelLest une molécule clé dans la régulation
de I'noméostasie de l'oxygéne. En conditions norgues, il est rapidement ubiquitiné et
dégradé par le protéasome. En conditions hypoxjduesiste une activation de la voie AKT

et la voie MEKK. HIFle est transloqué au noyau et se lie & son partehifgé3. Ce
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complexe se lie au promoteur de genes impliqués tmglycolyse et dans l'angiogénese,
notamment au promoteur du geviEGF. La voie NF-kB est également activée par la voie
MEKK et AKT ainsi que par les variations de potehtredox de la cellule. NF-kB est
transloqué au noyau, induisant I'activation de geingpliqués dans la réponse immunitaire,
la prolifération et la survie cellulaires ainsi dl@ngiogénese.

Au cours du développement, le VEGF est sécrétéepagurectoderme sous une forme
soluble et interagit avec les récepteurs VEGF-RVEGF-R2 exprimés par les cellules
endothéliales cérébrales dans la zone ventricutdidans les cellules du manteau cortical, ou
il est et co-exprimé avec son récepteur de hatitgtafmitogene VEGF-R2. L’endothélium
des vaisseaux exprime fortement le VEGF mais c@tf@ession n’est pas restreinte aux
cellules endothéliales car il est également idéntiins les neurones, la glie radiaire et les
cellules gliales radiaires. Des molécules impliguéans la réception des signaux sont
€galement exprimées : récepteurs au VEGF, Nrpl, 8iGFf, B-caténine et Gpr 124 de
méme que des molécules de signalisation comme ik Wt et la voie des intégrines
[Vallon et coll., 2014].D’autres acteurs moléculaires ont été décrits corjunant un role
dans la formation du réseau vasculaire, tels lesaphorines, les plexines ou les facteurs de
guidage comme Slit, Nétrine et Nogo [Ruhrberg etitBa, 2013 ; Wittko-Sneider et coll.,
2014].

Neuroepithelium __ i~ Endothelium

Non-cell- Endothelial cell-

autonomous autonomous

Vegf Vegfr2

Wnt7a/7b Nrp1/2

1d1/3 Tgfbri/2

Integrin o, Bg B-catenin
Gpri24

Figure 31 : Geénes endothéliaux « cell-autonomous et norazginomous » régulant

'angiogénése cérébrale. Double immunofluorescerestine/CD31 du tube neural a E10.5
permettant de visualiser les deux compartimentsoggithélial et vasculaire [D’aprés Vallon

et coll., 2014].
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« Cell autonomous » signifie que le produit du g&se impliqué dans la réception des
signaux et/ou la transduction des signaux maigasicipe pas aux interactions cellule-
cellule ; «cell non autonomous » suggere que ledpit du géne est une molécule de

signalisation ou participe a la synthese d’'une molé de signalisation.

Il est maintenant admis que certains précurseawsonaux et gliaux utilisent les
vaisseaux sanguins comme support physique pour teigration et partant, qu’'un
développement correct de la vascularisation célelmanstitue le pré-requis nécessaire au
positionnement adéquat des neurones et des oligomgtes. Plus tardivement, le réseau
vasculaire régule également la croissance axomhddéenise en place du réseau neuronal, ces
cellules contrblant aussi la morphologie des vaissesanguins [Saghatelyan, 2009 ; Won et
coll.,, 2013 ; Dejana et Betscholz, 2016 ; Tsai etl.,c 2016]. De nombreux facteurs
angiogéniques agissent selon un meécanisme parasumela fonction neuronale et
réciproguement, des facteurs neurotrophiques péuweduler les fonctions endothéliales
(voir Tableau 1). A titre d’exemple, le VEGF est facteur proangiogénique qui favorise la
prolifération, la migration et la survie des cetlsilendothéliales. Il possede aussi des effets
neurotrophiques et neuroprotecteurs sur les csllnbrveuses par mécanisme paracrine et
autocrine soit physiologiguement soit au cours egssus pathologiques variés [El Ghazi et
coll., 2012]. Certains membres de la famille déaphorines, des nétrines et des éphrines
qui sont impliqués dans les phénomenes de guidagehsont également impliqués dans le
guidage vasculaire [Tam et Watts, 2010 ; Ares®kt 2011].
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Facteurs

Effets sur le systéme vasculaire

Effets sur le systéme nerveux

Survie, prolifération et migration des cellules

Stimulation des neurones et de la croissance

Erythropoietin

Stimulation de I'angiogenése

VEGF endothéliales axonale
Induction de la croissance des vaisseaux sanguins Neuroprotection
§ IGE-1 Survie, prolifération et migration des cellules Promotion de la neurogenése et synaptogenése
g’ endothéliales Croissance cérébrale et myélinisation
‘2 bEGE Survie, prolifération et migration des cellules Prolifération des progéniteurs corticaux et
-u% endothéliales neurogenese
- 1153 Induction de I'angiogenése Neuroprotection
g Survie et différentiation des cellules endothéliales Favorise la survie neuronale
g Induction de progéniteurs neuraux
hd Neuroprotection paracrine au cours de I'ischémie

Effet anti-apoptotique au cours du
développement embryonnaire

Angiopoietin-1

Facteur de croissance endothéliale

Neuroprotection

Induction de I'angiogenése et de I'artériogenése

NGF Survie neuronale et différentiation aprés ischémie
§ Induction de facteurs vasoactifs et angiogénique
g’ Survie des cellules endothéliales et maintien de la
‘% | BDNF Survie neuronale et différentiation stabilité vasculaire par une action direct sur
g I'angiogenése
2 Migration et prolifération cellulaire par une action
g Neuropilin Guidance axonale synergique avec le VEGFgs
g Développement vasculaire
L, 4 GDNE Protection neuronale Régulation des jonctions serrées au cours de la

Développement neuronale formation de la BHE
Artermin Membre de la famille des GDNF Guidance vasculaire

Tableau 1: Effets des facteurs angiogéniques et neurogénigur les systemes nerveux et

vasculaire [D’aprés Park et coll., 2003].

[-5-4- Formation de la barriere hémato-encéphaliqu

Au cours de la phase de différentiation et de naditum des vaisseaux encéephaliques
s’établit une structure particuliere: la barrieréntato-encéphalique (Blood Brain Barrier,
BBB). Sa mise en place s’effectue en 3 stadessetangiogénése, phase de différentiation
et phase de maturation. Au cours de la phase digégese, les bourgeons endothéliaux
pénetrent la plague corticale sous I'influence dtGF qui se lie a son récepteur VEGFR2, de
Tie-2 et d’Angl. Au cours de la phase de différmitin, les cellules endothéliales
s’enrichissent en Glutl, récepteur cérébral aucglecLes jonctions serrées se forment, et les
astrocytes et péricytes entrent en contact avewdtelium. Au cours de la phase de
maturation, I'étanchéité de la BBB est maintenue seulement par les astrocytes et péricytes
mais aussi par les neurones [Liebner et coll.,, ROMAIgré la multiplicité des études, la
période a laquelle la BBB devient fonctionnelle zltbumain reste incertaine. Cependant,
l'occludine et la claudine 5 sont exprimées danséleau capillaire de facon identique a
'adulte des 14 SA, et des études post-mortem émtaahtré qu’il existe déja une barriére au
passage de colorants dés 12 SA, suggérant que B &B au moins partiellement
fonctionnelle dés le début de la période foetaldifset coll., 2015].
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Pieds Endothélium Basale
astrocytaires

Basale

Péricytes

péricyte

Espaces de
Wirchow

Robin
Endothélium

Figure 32: Représentation de l'unité neuro-vasculaire matschématisée a gauche et
observée en microscopie électronique a droite. dstocytes et les péricytes interagissent
pour enserrer les capillaires. Les péricytes sonhectés aux cellules endothéliales grace aux

jonctionsadherensetoccludengd’apres Vallon et coll., 2014].

II- Développement du systeme GABAergique a destinamrticale

Les interneurones GABAergiques naissent a particalkiles progénitrices situées
dans la VZ et la SVZ des zones germinatives dun¢éjghale basal, structures appelées aussi
sous-pallium comprenant les éminences gangliormairédianes, latérales, caudales, laire
préoptique et préoptico-hypothalamique. A particds zones germinatives, les interneurones
migrent par voie tangentielle puis radiaire poteiatire leur destination finale. lls acquiérent
progressivement leur morphologie caractéristigeue,d propriétés moléculaires, biochimiques
et synaptiques. Les données actuelles concema@vieloppement des interneurones ont été
essentiellement établies a partir d’études effestwhez les rongeurs et ont fait I'objet d’une
revue récente par Lim et coll. [Lim et coll., 201Banmoins, un certain nombre de données

a pu étre aussi obtenue chez les primates non feraiet chez I'humain.

[I-1- Génération des interneurones GABAergiques

Chez la souris, le sous-pallium embryonnaire g&imus les neurones GABAergiques
du télencéphale, qui sont soit des interneurondgssiinée corticale, soit des neurones de

projection essentiellement a destinée striataldidpke, amygdalienne et septale. Certains
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progéniteurs donneront aussi naissance a des msurde projection exprimant la
somatostatine (STT) et I'oxyde nitrique synthas©8) a destinée corticale [Jinno et coll.,
2007; Melzer et coll., 2012 ; He et coll., 2016].

La spécification des interneurones GABAergiquespatir des GE est liée a
'expression d’'un ensemble de genes régulateurantoplour les facteurs de transcription
DIx1 (Distal less homeobox gene), DIx2, Ascll (Aeteascute family bHLH transcription
factor 1), Gsx1 et Gsx2 (Genetic-Screened Homedbek 2) [Long et coll., 2009; Wang et
coll., 2013]. L'émergence de la diversité morphajag et fonctionnelle des interneurones est
liee a la spécification spatiale et temporelle ckdiiles progénitrices grace a des programmes
de transcription spécifiques supplémentaires qoi soit intrinséquement codés, soit activés
par des interactions avec le microenvironnemenrdlJquermettant de limiter le potentiel de

ces cellules a ne générer que certaines classesudenes GABAergiques.

Otx2 Nkx2-1

Radial Glial Cells / i :

e Olig1/2 —— DIx1/2 Ascl :

““““““““““““““ 2l S

DIx5/6 Sp9 Moy
Arx Zfhx1b

Intermediate Progenitors Me-f?_c \ Lhx6
%2 e g

Maf Mafb Arx

DIx5/6 Maf Lhx6

Immature Neurons Arx Mafb Arx
Mef2c Sox6

(Mantle zone) Satb1

Mature Neurons DV 4+ SST+ S8T+

Figure 33 : Régulation transcriptionnelle du développemees thterneurones a destinée

corticale [d’'apres Lim et coll., 2018].
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Les facteurs de transcription a homéodomaine Dhstituent le premier réseau régulateur
des genes qui contrdlent le développement desngiieones GABAergiques. DIx1 et DIx2
sont initialement exprimés par les cellules progies de la VZ dans lesquelles ils favorisent
la spécification des lignées GABAergiques en repnitrOlig2, facteur de transcription requis
pour la spécification des cellules oligodendrogkalPetryniak et coll., 2007]. DIx1 et DIx2
orientent la différenciation des neurones post-igjtees vers un destin GABAergique en
induisant l'expression des gérgadlet Gad2 qui codent pour les enzymes qui convertissent
le glutamate en GABA [Le et coll.,, 2017]. L'expriss de DIx1 et DIx2 est également
requise pour induire celle de DIx5 et DIx6, qui sampliqués dans la migration et la
différenciation des interneurones corticaux [Wangadl., 2010 ; Pla et coll., 2018]. Au cours
du développement précoce, DIx1 et DIx2 favorisentriigration en limitant la croissance
neuritique par répression de PAK3 (p21-activatetse 3), un effecteur situé en aval de la
voie Rho-GTPases et en induisant I'expression ceudes de transcription, notamment Arx
(Aristaless Related Homeobox), essentiels pouritaation tangentielle et le développement
du réseau axono-dendritique des interneuronescaari [Cobos et coll., 2007 ; Colasante et
coll., 2008 ; Pla et coll.,, 2018]. En l'absencecds facteurs, les interneurones ne peuvent
intégrer les circuits neuronaux naissants et begudtentre eux subissent une mort cellulaire
programmée apres la naissance, période a laquelid Bt DIx2 sont exprimés
différentiellement dans les interneurones dérivés MGE. Les interneurones générés
précocement exprimant a la fois DIx1 et DIx2 soes dhterneurones parvalbuminergiques
(PV+), alors que les interneurones PV+ généréssalarenaissance ne maintiennent que
I'expression de DIx2. En revanche, la génératiamelneurones SST+ repose principalement
sur I'expression de DIx1. La perte de DIx1 ne pdxeudonc que la survie des interneurones
SST+ alors que la perte de DIx1 et de DIx2 estaespble d’'une augmentation de la mort
cellulaire des interneurones SST+ et PV+ [Coba®kt, 2005 ; Pla et coll., 2018]. Le second
réseau de régulation des génes est activé par Nk@2K2 Homeobox 1), facteur de
transcription essentiel pour la spécification dgsrneurones SST+ et PV+ dans la MGE. I
induit I'expression de Lhx6 (LIM Homeobox 6), fastede transcription important pour la
maturation des neurones corticaux GABAergiquesvdérdes MGE [Sussel et coll., 1999 ;
Liodis et coll., 2007; Vogt et coll., 2014 ; Sandpet coll., 2016]. La liaison de Nkx2-1 a
Lhx6 favorise l'activation des genes nécessairels anigration des interneurones. Une
régulation négative de Nkx2-1 est par la suite ispour permettre la migration des
interneurones dérivés des MGE vers le cortex [Ngdneereira et coll., 2008]. Nkx2-1 est

directement réprimé par Zfhx1b et Sp9, deux fastel# transcription dont I'expression est
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induite par DIx1 et DIx2 et maintenue dans lesrimterones corticaux en migration [Long et
coll., 2009; McKinsey et coll., 2013 ; Liu et colR019]. Lhx6 et Sp9 favorisent I'expression
de plusieurs géenes qui sont ensuite nécessaires raigration et a la maturation des
interneurones corticaux, notamment Arx, Cxcr7, Méai-maf musculoaponeurotic
fiborosarcoma oncogene homolog), Mafb, Satbl (Sp&diaich sequence-binding protein-1),
Sox6 et St18 (Suppression of tumorigenicity 18pjlat coll., 2018].

[I-2- Spécification spatiale des interneurones a dginée corticale

Le sous-pallium est divisé en plusieurs domaindmcen étant caractérisé par
I'expression d’une combinaison spécifique de factele transcription. Les interneurones sont
produits majoritairement a partir des LGE, MGE &K et a un moindre degré a partir de
l'aire préoptique (POA) et I'aire préoptico-hypoldmaique (POH) ainsi que laire septale.
L’identité régionale de la MGE et de la POA estc#fife par Nkx2-1. Les LGE et CGE ont
en commun I'expression de plusieurs facteurs destrgption, I'expression de Nr2f2 (Nuclear
Receptor Subfamily 2 Group F Member 2) étant regea la CGE. La MGE et la POA
donnent naissance a presque tous les interneuropas/albuminergiques et
somatostatinergiques alors que la CGE produit kesisnterneurones corticaux VIPergiques
(VIP+) et cholecystokininergiques (CCK+). Les ckdkide morphologie neurogliale et les
interneurones sécrétant le neuropeptide Y (NPY+it sssus de la POA. La MGE est a
I'origine de plusieurs types d’interneurones :delules somatostatinergiques de Martinotti et
non-Martinotti, les interneurones a projection loegles cellules en panier, les cellules en

chandelier et les neurones translaminaires, comdigué sur le schéma suivant:

74



Pax6

Prox1

Nr2f2
Sp8

CGE

Nkx6-2
Nr2f2
Otx2
Etv1
Lhx6
Lhx8
Sox6

MGE

Dix1/2
DIx5/6 Nkx2-1

Dbx1
Nkx6-2
Hmx3

Hmx3
Prox1
Nr2f2

POH

Figure 34: Sources de production,
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voies de signalisatiordiegrsité phénotypique des

interneurones intracorticaux [D’aprés Lim et cdi018].

En vert foncé : cellules en chandelier PV+; en \aive : cellules en panier PV+; en

vert émeraude : cellules translaminaires PV+; en blair : cellules non-Martinotti STT+; en

bleu ciel : neurones de projection longue STT+/NO&bleu foncé : cellules de Martinotti

STT+; en rouge : cellules bipolaires Htr3a+/CR+; @mnge foncé : cellules en panier

Htr3a+/CCK+/VIP+; en orange clair: cellules en ijganHtr3a+/CCK+/VIP-; en brun:

cellules de morphologie neurogliale Htr3a+/Reelinen brun clair : cellules en simple

bouquet Htr3a+/Reeline+ ; en jaune : cellules maltires Htr3a+/NPY+; en violet : cellules

interstitielles Htr3a+/Meis2+ [D’apres Lim et col2018].

Par ailleurs, chaque domaine de production peet @ibdivisé en plusieurs sous-

domaines. A titre d’exemple, on distingue cingssdomaines au sein de la MGE formant la

MGE dorsale, médiale et ventro-caudale. La MGE alersst le site de production privilégié

des interneurones somatostatinergiques, alorsegu@tierneurones parvalbuminergiques sont

essentiellement générés dans le domaine ventrakcaochme illustré ci-dessous :
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dMGE: 1+ 2
iIMGE: 3 +4
cvMGE: 5
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Figure 35 : Organisation régionale du sous-pallium embryaenehez la souris [D’aprés
Flames, 2007].

[I-3- Spécification temporelle des cellules progétrices interneuronales

Chague domaine de la MGE génére plusieurs type®mieurones corticaux et cela
n'‘est pas uniguement da a l'existence d'un podrdgéne de cellules progénitrices dans
chaque domaine car une cellule progénitrice doeée générer des interneurones SST+ ou
PV+, et des pools apparemment homogénes de celubEgenitrices pourraient générer
différents types d'interneurones et ce, a différesthdes du développement [Brown et coll.,
2011; Ciceri et coll., 2013; Harwell et coll., 2018ayer et coll., 2015]. Par exemple, les
cellules progénitrices Nkx6-2+ situées dans la R@déduisent plusieurs types de neurones
SST+ ainsi que certaines cellules PV+ en corbedleen chandelier, et les cellules
progénitrices Etvl+ dans la MGE produisent plusietypes d'interneurones des classes
SST+ et PV+ [He et coll., 2016].

Les progéniteurs de la MGE géneéreraient la plugestinterneurones SST+ pendant la
premiére moitié de la neurogénése, tandis quentesneurones PV+ sont produits a un taux
presque constant tout au long de la neurogénear fncoll., 2012; Miyoshi et coll., 2007].
Les interneurones dérivés des MGE adoptent leurildison laminaire dans la plaque
corticale selon un gradient «inside-out» similaie@in aux cellules pyramidales, les
interneurones SST+ étant plus abondants dans leshes profondes dites infragranulaires
gue dans les couches superficielles ou supragiegaildairen et coll.,, 1986]. En revanche,

les cellules PV+ en corbeille qui constituent Igarigé des interneurones PV+ sont observées
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dans toutes les couches a I'exception de la cauehdes cellules en chandelier se distribuent

dans les couches Il a VI bien gu'elles soient géagétardivement au cours de la neurogénése,
indiquant que la répatrtition laminaire des intemo@es corticaux ne dépend probablement pas
gue du moment ou elles sont générées [Inan ef 26lL2; Taniguchi et coll., 2013].

Toutes les cellules progénitrices des MGE ne pseaait pas de fagcon simultanée des
interneurones corticaux : les cellules progénitride la VZ dans la MGE dorsale produisent
des interneurones supragranulaires des E13.5, stagdiau méme stade les cellules
progénitrices de la MGE intermédiaire produisens dwerneurones a destinée corticale
infragranulaire [He et coll., 2016]. Des études pmarquage génétique des cellules
progénitrices de la VZ aux premiers stades de laaggnese ont permis d’ identifier une
génération simultanée d’ interneurones infra- opragranulaires mais majoritairement a
destinée infra-granulaire, suggérant que les pit@és pourraient s'épuiser apres avoir
géneéré un certain nombre d’interneurones dontdartéion laminaire dépendrait du moment

de leur naissance [Ciceri et coll., 2013].

[I-4- Migration des interneurones et intégration dans les circuits corticaux

[I-4-1- Migration tangentielle et dispersion deteimeurones

Tous les interneurones utilisent les mémes meéecmssellulaires pour migrer vers le
cortex. Quelle que soit leur identité transcriptielke, ils évitent le striatum et les autres
régions du télencéphale basal en se dirigeantl@@wmrtex. Les interneurones issus des MGE
expriment des récepteurs aux facteurs chémoréeputdg que Sema3A et Sema3F qui sont
tres abondants dans le striatum [Marin et collQ120L'expression de ces récepteurs Nrpl et
Nrp2 est réprimée par Nkx2-1 si bien que I'expmssiu I'inhibition de I'expression de
Nkx2-1 par les interneurones issus des MGE orilentemigration vers le striatum ou vers le
cortex cérébral respectivement [Nobrega-Pereicalet 2008].

Les interneurones migrent selon un gradient denigsivité croissant génére par des
sighaux chémoattractifs produits dans les LGE danteurégulinel (Nrgl) [Marin et coll.,
2003; Wichterle et coll., 2003 ; Mei et Nave, 20144 fonction de Nrgl est médiée par le
récepteur tyrosine kinase ErbB4, principal récepéprimé par les interneurones [Flames et
coll., 2004; Yau et coll., 2003]. Alors que l'expson d'ErbB4 se limite a des types

spécifiqgues d'interneurones dans le cortex adulteest exprimé par la majorité des
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interneurones corticaux au cours de la périodenptaiie [Vullhorst et coll., 2009 ; Fazzari et
coll., 2010; Neddens et Buonanno, 2010; Bean &t 20114].

Les interneurones se dispersent dans la plaqueatergrace a deux grands flux
migratoires, I'un superficiel traversant la zonergwaale (MZ) et I'autre profond cheminant
dans SVZ des GE [Lavdas et coll., 1999; Wichtetledl., 2001]. Un troisieme flux est
représenté par des interneurones migrant au traleels sous-plaque. L'utilisation exclusive
des ces trois courants migratoires nécessite ksgwn de la chémokine Cxcll2 par les
cellules situées dans chacune des trois voiesHdivet coll., 2006 ; Stumm et coll., 2007; Li
et coll.,, 2008; Lopez-Bendito et coll.,, 2008; Sawilcaniz et coll., 2011; Wang et coll.,
2011]. Les interneurones péneétrent diffusémentdgye corticale, I'hippocampe et le cortex
piriforme [Marin et Rubenstein, 2001]. lls ne seettil pas se répartir de maniere aléatoire
entre les flux de la MZ et la SVZ, le profil trangtionnel des interneurones migrant au
travers de la MZ et la SVZ étant différent [Antypa coll., 2011]. Les interneurones de
morphologie neurogliale générés dans la POA ateigmpréférentiellement le cortex en
empruntant la MZ [Niquille et coll.,, 2018 ; Zimmet coll., 2011]. Les interneurones de
Martinotti SST+ et translaminaires PV+ migrentfgréntiellement au travers de la MZ,
contrairement aux cellules non-Martinotti qui migren empruntant la SVZ. La migration
des cellules de Martinotti dépendrait d'un programdeéveloppemental plus complexe
contrélant aussi le développement de leur arbdsissitaxonales dans la couche |, suggérant
gue le développement des axones dans la couche [iéed leur interaction avec les

composants de la MZ c'est-a-dire avec le microenviement cortical [Lim et coll., 2018].

[I-4-2- Organisation laminaire intracorticale etégration dans les circuits
transitoires

L’adoption du mode de migration radiaire est pldbment liee a une perte de
réceptivitt a Cxcll2 ainsi qu'a I'expression de rauréguline Nrg3 par les cellules
pyramidales, ce qui permettrait la dispersion desermeurones corticaux et leur
positionnement laminaire qui survient a des stadiEsieurs. Les interneurones adoptent un
mode de répartition laminaire apres que les callydgramidales ont commencé a se
différencier [Hevner et coll., 2004; Pla et colQ06 ; Li et coll., 2008 ; Miyoshi et Fishell,
2011; Bartolini et coll., 2017]. Les interneuroniegeragissent spécifiguement avec certaines
cellules pyramidales lors de I'acquisition de lposition au sein d’une couche donnée et cette

interaction précéderait la formation de connexispécifiques entre neurones excitateurs et
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inhibiteurs [Lodato et coll., 2011 ; Ye et collQI5]. La fin de la migration des interneurones
corticaux est marquée par la surexpression dealfgghur potassium-chlore KCC2 dans les
interneurones qui réduit la fréquence des inflaxgitoires de calcium induits par le GABA,
mécanisme qui pourrait étre commun a toutes lesetad'interneurones [Bortone et Polleux,
2009 ; Inamura et coll., 2012].

L'intégration des interneurones dans les micradsc corticaux contribue a la
maturation de I'organisation en colonnes du futtex. Alors que le mode de connectivité
de certains types d'interneurones reste relativeroenstant dans le cerveau juvénile et
mature, d'autres modes de connectivité sont reguigours du développement postnatal
précoce pour former des microcircuits transitogqesmodulent I'émergence de la topographie
fonctionnelle. A titre d’exemple, la couche IV qrecoit la grande majorité des fibres
thalamocorticales joue un réle majeur dans leemagnt initial des informations sensorielles
[Douglas et Martin, 2004]. L'inhibition rétroactiyar les cellules PV+ en panier des qu’elles
commencent a recevoir des afférences directes elgsmes thalamiques est essentielle dans
le traitement initial des informations car cetthibition rétroactive permet de délimiter plus
finement les champs de réception et de réguletedimtion temporelle des informations
sensorielles [Gabernet et coll.,, 2005; Wehr et Zzad603; Chittajallu et Isaac, 2010]. De
facon intéressante, les interneurones SST+ de laheo V recoivent des afférences
thalamiques transitoires pendant la premiere seanden développement postnatal chez le
rongeur, suggérant que ces interneurones contrdtansitoirement l'activité sensorielle
[Marques-Smith et coll.,, 2016]. Les connexions sitoires établies par les interneurones
SST+ sont également nécessaires a la maturatiocetleles PV+ en panier dans les couches
profondes ce qui fait de ces interneurones une lpppn essentielle dans la maturation des

circuits intracorticaux [Tuncdemir et coll., 2016].

[I-5- Régulation du nombre d'interneurones corticaw

Tous les neurones y compris les interneurones Agiques sont générés en exces
au cours du développement. Chez la souris, plu30@e des interneurones générés dans le
sous-pallium sont éliminés par apoptose entrenladi la premiére et de la deuxiéme semaine
postnatale, et concerne tous les types d’intermmgtdn vivo, la mort des interneurones
survient progressivement lorsqu'ils atteignent ertaen stade de maturation, au moment de
leur intégration dans les circuits corticaux naissales interneurones ayant des niveaux

d'activité relativement faibles ont une probabititerue de subir une apoptose [Wong et coll.,
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2018]. Il a dailleurs été montré qu'une augmeatatde l'excitabilité des interneurones
exprimant des récepteurs dépolarisants activés lpatanal sodique voltage-dépendant
bactérien NaChBac améliore de maniére indépendasiavie des interneurones alors que la
diminution de I'excitabilité des interneurones pgarexpression du canal potassique kir2.1
diminue leur survie [Priya et coll., 2018].

La maturation morphologique des interneurones mEpele leur intégration
fonctionnelle dans les circuits en développementne réduction expérimentale de
I'excitabilité des interneurones est responsall@eal’réduction sévere de leurs arborisations
dendritiques et axonales indiquant que les inteores ont besoin d’étre stimulés par des
courants excitateurs pour devenir matures et glieatédans des circuits fonctionnels [De
Marco Garcia et coll.,, 2011]. Certains facteurstrd@scription comme DIx1 joueraient un
réle dans la maturation, et les cellules pyramglale role essentiel dans la survie des
interneurones corticaux [Anastasiades et coll.,,6201la suppression par manipulation
génétique des molécules proapoptotiqgues de la l@arBitl-2 (B-cell lymphoma 2), Bax
(BCL2-associated X protein) et Bak (BCL2-antagdkibér 1) dans les cellules pyramidales
permet d’abolir la mort cellulaire programmée deterineurones corticaux [Wong et coll.,
2018]. La maturation fonctionnelle de certains sypénterneurones corticaux telles que les
cellules de morphologie neurogliale semble dépeddscafférences excitatrices provenant du
thalamus, suggérant que des connexions afférentessaju’aux cellules pyramidales locales
influencent la survie des interneurones corticaerxdant la période d’apoptose physiologique
[De Marco Garcia et coll., 2015].

Les mécanismes moléculaires régulant la mortule@eé programmée des
interneurones corticaux commencent seulement &kteaés. Un facteur qui semble médier
le programme intrinséque de mort cellulaire darss itgerneurones corticaux est PTEN,
antagoniste de la sérine-thréonine kinase AKT, édiateur essentiel de la survie neuronale
[Dudek et coll., 1997 ; Stambolic et coll., 1998Pendant la période d’apoptose
physiologique, les niveaux de PTEN augmentent temgiterneurones corticaux de maniere
transitoire, d'abord dans les interneurones deschesu infragranulaires puis dans les
interneurones des couches superficielles selonchensa temporel qui coincide avec le

développement normal des interneurones [Wong &f 20118].
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[I-6- Diversité phénotypique des interneurones cortaux matures

Plus de 20 types différents de neurones inhibitentsté décrits dans le néocortex et
I'hippocampe murins [Tremblay et coll., 2016]. liekerneurones corticaux sont divisés en
plusieurs classes et sous-classes en fonction ufe nh@rphologie, de leurs similitudes
transcriptionnelles éventuelles et de l'expresdien marqueurs sélectifs. Chaque classe
d'interneurones posséde une morphologie semblétablit des connexions stéréotypées et
exprime une combinaison spécifique de canaux i@sqqui leur confere des propriétés
électrophysiologiques particulieres grace a l'eqise de programmes transcriptionnels
dédiés [Ascoli et coll., 2008]. Ces différents sks et sous classes sont schématiqguement

représentées sur la figure suivante :

PY SST Htr3a

Basket cells

Chandelier cells ARG Bipolar CCK+/VIP+

cells
PV- — || T VIP+/CCK-
(CR+) CCK+VIP-

Neurogliaform cells

L jecti i
Basket cells olrllg projecting @r Reelin+ Single
cells gg14/nOs+ bouquet

Multipolar cells cells
- ﬁ NPY+ Reelin+
Translaminar cells e Martinotti cells
(CR+, CB+) Interstitial cells
Meis2+

Figure 36: Organisation des trois grandes classes d’'inteom&s basée sur l'expression de
PV, SST et le récepteur de la sérotonine 3A (Htf@a)pres Lim et coll., 2018].

En vert foncé : cellules en chandelier PV+; en \aive : cellules en panier PV+; en
vert émeraude : cellules translaminaires PV+; en blair : cellules non-Martinotti STT+; en
bleu ciel : neurones de projection longue STT+/NO&bleu foncé : cellules de Martinotti
STT+; en rouge : cellules bipolaires Htr3a+/CR+; @mnge foncé : cellules en panier
Htr3a+/CCK+/VIP+; en orange clair: cellules en ijganHtr3a+/CCK+/VIP-; en brun:

cellules de morphologie neurogliale Htr3a+/Reelinen brun clair : cellules en simple
bouquet Htr3a+/Reeline+ ; en jaune : cellules maltires Htr3a+/NPY+; en violet : cellules

interstitielles Htr3a+/Meis2+.
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[I-6-1- Les interneurones parvalbuminergiques

La majorité des interneurones corticaux est carséte par I'expression d’une protéine
liant le calcium: la parvalbumine, et I'on distirey trois sous-classes sur le plan
morphologique qui émettent des pointes-ondes rapitis cellules en chandelier, les cellules
en corbeille et les interneurones translaminaitess cellules en chandelier ou axo-axoniques
ont une morphologie trés stéréotypée en raison addotme caractéristigue de leur
arborescence axonale ressemblant a un luminaies feint synapse sur le segment initial de
I'axone des cellules pyramidales et sont localigékeslimite des couches | et Il ainsi que dans
la couche VI [Somogyi et coll., 1982 ; Taniguchcetl., 2013]. En revanche, leur répartition
régionale est trées hétérogene. Les cellules enettlertsont les plus abondantes dans le
néocortex et sont caracterisées par leurs axone®tix formant synapse avec le soma et les
dendrites proximaux d'autres interneurones et @dsles pyramidales [Hu et coll., 2014].
Elles sont réparties au travers des couches Il & \¢&, dans toutes les régions corticales. Les
interneurones translaminaires a décharge de peanidss rapides sont rares et sont identifiés
dans les couches V et VI. Leurs axones traver&gpdisseur du cortex et font synapse avec

les cellules pyramidales [Buchanan et coll., 20B2rtone et coll., 2014].

lI-6-2- Les interneurones somatostatinergiques

lls sont caractérisés par l'expression du neutapepomatostatine (SST+), leur
ciblage dendritique préférentiel et comportentdeBules de Martinotti et les cellules non-
Martinotti. Les cellules de Martinotti ont un axoascendant qui forme une arborisation
dense dans la couche 1 [Wang et coll., 2004; Xxokt 2006; Hilscher et coll., 2017]. Elles
sont particulierement abondantes dans la coucheaig alles sont également présentes dans
les couches Il et 11l et sont le plus souvent ifthides [Silberberg et Markram, 2007 ; Jiang et
coll., 2015; Nigro et coll., 2018]. Les cellulesmMartinotti sont réparties dans les couches Ii
a VI et leurs axones atteignent la couche |. Bigssentent un potentiel de membrane au
repos plus bas que les cellules de Martinotti eetéent des décharges électriqgues a une
fréquence plus élevée que les cellules de Martimottis plus faible que les cellules en
corbeille et font synapse avec ces dernieres [Xao#t, 2013; Nigro et coll., 2018]. Le
néocortex contient aussi des neurones GABAergiqua®jection longue exprimant la STT.
Ces cellules sont abondantes dans les couchesndesfcet projettent dans d'autres régions

néocorticales. Elles co-expriment fréqguemment Baxynitrique synthase (NOS), la
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chondrolectine et le NPY et sont actives pendarsiol@meil [Dittrich et coll., 2012 ; He et
coll., 2016].

[I-6-3- Les interneurones exprimant la sous-uB#élu récepteur a la
sérotonine (HTr3aR)

Parmi ces interneurones, ceux qui expriment le 84Rt les plus abondants. lls sont
principalement désinhibiteurs car ils ciblent préféiellement les interneurones SST+ et PV+
[Jiang et coll. 2015]. Les interneurones bipolaivéB+ sont situées principalement dans les
couches Il et lll, possedent des axones orientéscalement et sont caractérisés par des
décharges continues [Pronneke et coll., 2015¢sEdb-expriment une protéine de liaison au
calcium, la Calrétinine (CR). Les cellules multigioks VIP+ sont transcriptionnellement tres
différentes des interneurones bipolaires. Ellesuma morphologie de cellules en corbeille et
co-expriment le neuropeptide cholécystokinine (CC&) sur le plan transcriptionnel sont
similaires a d'autres cellules en corbeille CCK+# gont VIP-. Les cellules en corbeille
CCK+/ VIP+ ont un petit soma et sont particuliéremn@bondantes dans les couches
supragranulaires, tandis que les cellules en deb€CK+/VIP- sont préférentiellement
situées dans les couches V et VI [He et coll., 200&ic et coll., 2017]. Ces deux types
d'interneurones CCK+ expriment le 5HT3aR [Rudy @t.,c2011]. Les cellules CCK+ en
corbeille font synapse sur le soma des cellulearpigtales et sur celui d'autres interneurones
et présentent des décharges régulieres ou en bsy#éurst ») [Kawaguchi et Kubota,
1998]. Les cellules de morphologie neurogliale destplus abondantes dans la couche 1.
Elles ont une arborisation axonale trés denserattistique et émettent des pointes-ondes
lentes. Elles expriment le 5HT3aR et co-exprimeds souvent la reeline et le NPY [Lee et
coll., 2010]. Les cellules en bouquet unique exprnitrbHT3aR et la reeline et sont également
abondantes dans la couche 1. Leurs arborisatioopales s'étendent jusqu’aux couches
profondes du cortex [Jiang et coll., 2015]. Deukesivariétés d’interneurones expriment le
5HT3aR : les interneurones multipolaires NPY+ quieéent des pointes-ondes irrégulieres,
particulierement abondants a l'interface des cosidhet I, et les interneurones interstitiels
Meis2+ situés dans la substance blanche dont mseaxprojettent sur les couches profondes
du cortex et le striatum [Gelman et coll., 2009)ybd&hi et coll., 2010 ; Von Engelhardt et
coll., 2011; Frazer et coll., 2017].
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La répartition définitive des interneurones dansdgex mature est représentée sur le schéma

suivant :

2/3

wm

CcC

Figure 37: Localisation définitive des interneurones daissdiéférentes couches du cortex :
En vert foncé : cellules en chandelier PV+; en \aive : cellules en panier PV+; en
vert émeraude : cellules translaminaires PV+; en blair : cellules non-Martinotti STT+; en
bleu ciel : neurones de projection longue STT+/NO&bleu foncé : cellules de Martinotti
STT+; en rouge : cellules bipolaires Htr3a+/CR+; @mnge foncé : cellules en panier
Htr3a+/CCK+/VIP+; en orange clair: cellules en ijganHtr3a+/CCK+/VIP-; en brun:
cellules de morphologie neurogliale Htr3a+/Reelineq brun clair : cellules en simple
bouquet Htr3a+/Reeline+ ; en jaune : cellules maltires Htr3a+/NPY+; en violet : cellules
interstitielles Htr3a+/Meis2+ [d’aprés Lim et co2018].

[I-7- Données disponibles chez 'humain

Les modes de génération, de migration et d’orgtioisaintracorticale des

interneurones sont globalement similaires chezm&in, mais il existe des différences
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importantes en ce qui concerne l'expression degsgéa morphologie des cellules, la
distribution laminaire, le nombre et les proporfode certains types d'interneurones
[DeFelipe, 1997; Boldog et coll., 2018; Hodge dt.c2018].

[I-7-1- Lieux de production des interneurones

Dans le cortex cérébral humain, les interneur@oestituent jusqu’a 35% du nombre
de neurones selon les régions [Jones, 2009]. Legine a été un sujet longuement débattu,
de méme que la période a laquelle s’acheve leuérgéan. Au cours des deux dernieres
décennies plusieurs auteurs ont proposé que les@éurones corticaux, a la différence des
rongeurs, naissent non seulement a partir du t&vade ventral, mais aussi de la SVZ du
télencéphale dorsal [Letinic et coll., 2002 ; Ra#icZecevic, 2003 ; Petanjek et coll., 2009,
Jakovcevski et coll.,, 2011]. Depuis une dizainend&es cependant, il a été démontré que
similairement aux rongeurs, la grande majorité iderneurones corticaux naissent dans les
GE. D’aprés Radonijic et coll., moins de 5% desutedl dans la VZ et 6 a 9% des cellules
dans la SVZ du télencéphale dorsal expriment NkaR.tours de la période faetale précoce,
et entre 14 et 22 semaines la moitié d’entre eliggiment le Ki67 [Radonijic et coll., 2014].
Une expression importante des génes DIx a étéifigentdans la VZ/SVZ a partir de 8
semaines renforce la notion que cette zone gerivéinast une source potentielle de
production d’interneurones [Al-Jaberi et coll., BDlJComme chez les rongeurs, environ 30%
des interneurones proviennent des CGE, mais larggme dans cette zone persiste
tardivement chez I'humain.

La compartimentalisation des progéniteurs dans@esest un phénomene précoce
survenant dés 10 semaines : les progéniteurs sisagd en clusters dans 'oSVZ des MGE,
puis se dispersent dans les LGE ou elles matureateptant une morphologie bipolaire et
dans la VZ/SVZ du futur cortex. L'expression de daublecortine (DCX) dans les
interneurones GABAergiques est identifiée dansLi@g, la SVZ du télencéphale dorsal,
dans la zone intermédiaire et dans la sous-plagags reste extrémement faible dans les
MGE. En revanche, les marqueurs de progéniteurs 25 X2 et NKX2.1 sont plus
fortement exprimés dans les MGE comparativementldbi et a la SVZ du télencéphale
dorsal [Arshad et coll., 2016].

Une étude récente réalisée au cours de la péeimdbeyo-foetale précoce portant sur
'expression d’ ASCL1, facteur de transcription mpearal et de DLX2, molécule clé

contrélant la différentiation des progéniteurs iineironaux et leur migration au cours de la
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premiere moitié de la grossesse a permis de déengudr techniqgue de RNAseq qu’ ASCL1
était trés fortement exprimé entre 7 et 17 semapuwes-conceptionnelles, associée a une
expression croissante de DLX2. L’étude immunolaisimique complémentaire a révelé la
présence de progéniteurs ASCL1/DLX2+ dans la SVZ& éeninences ganglionnaires,
population qui exprime par ailleurs PAX6 et TBRRysaque quelques progeéniteurs ASCL1/
PAX6+ dans la VZ. Il a été également identifié desllules ASCL1 et GADG67+,
correspondant & des progéniteurs intermédiaireéssdans I'i'SVZ. Une densité croissante de
cellules DLX2+ a été retrouvée entre 8 et 12 seesaitans le manteau cortical, une majorité
d’entre elles co-exprimant LHX6, indiquant que cedlules sont issues des MGE et de la
région septale, voie importante de migration méaiarpartir des MGE, contrairement aux
rongeurs chez lesquels cette voie reste minorit@iteelques cellules expriment COUP-TFII
(Chicken ovalbumin upstream promotor-transcriptfantor 2), marqueur des progéniteurs
issus de la CGE. A partir de 19 semaines, une auigin@n significative de cellules
DLX2/ASCL1+, KI67-, est identifiée dans la VZ dudricéphale dorsal, correspondant a une
vague migratoire tardive. La majorité de ces cefitdxpriment COUP-TFII plutét que LHX6.
Aux alentours de 26 semaines, moment de la digparide la VZ, les cellules expriment
COUP-TFII et DLX2 indiquant que la source de prddut des interneurones a destinée
corticale devient essentiellement la CGE. Ces met@rones migrent directement dans le
cortex temporal ou en passant par les EGL pour @é&ipler d’autres aires corticales
[Alzu’Bi et Clowry, 2019]. De facon intéressanteavait déja été démontré qu’ASCL1 induit
la translocation des progéniteurs intermédiaires d#&SVZ chez I'humain afin de permettre
I'expansion phylogénétique du nombre de neuronescaax, la sortie du cycle cellulaire
étant induite par NRG1/2 [Wilkinson G et coll., 3)1ASCL1 est également présent dans les
progéniteurs intermédiaires et les cellules glialediaires basales de I'oSVZ, et est co-
exprimé avec PAX6 et TBR2 dans I'i'SVZ, marqueurslignage glutamatergique [Camp et
coll., 2015 ; Alzu’bi et Clowry, 2019]. Enfin, deombreuses cellules DLX2/GAD67+ sont
identifiées dans la couche de Brun, autre voie dgration des interneurones chez les

primates, ce qui avait déja été signalé par Rakieeevic en 2003 [Rakic et Zecevic, 2003].

[I-7-2- Extinction de la production des interneugsn

Le moment ou la génération des interneurones ageseé pas encore parfaitement
connu. En 2016, Arshad et coll. ont démontré quéeh6é a 35 SA, la densité des progéniteurs

interneuronaux NKX2.1+ et DLX2+ cyclés ou quiesseainsi que les progéniteurs SOX2+

86



était plus importante dans les MGE comparativemeumt LGE et a la VZ/SVZ. La
prolifération diminuait en fonction de I'age gestahel, se terminant en fin de grossesse. La
densité des cellules proliférantes DLX2+ était plaportante dans la CGE que dans les MGE
et ces cellules étaient encore identifiées a 35aB@n. Les niveaux de protéines SOX2,
NKX2.1, DLX2 et ASCL1 étaient les plus élevés dmséminences ganglionnaires alors que
la densité des interneurones GABA+ était plus éedans la VZ/SVZ corticale. Cependant,
les cellules GABA+ exprimant NKX2.1 ou DLX2 étaieplus nombreuses dans les MGE
comparativement a la VZ/SVZ corticale, suggérarnefoent que les MGE et les CGE sont la
principale source d'interneurones corticaux, que ¢g&nération se poursuit presque jusqu'a la
fin de la grossesse et que les interneurones GA@B&wes produits dans les GE maturent
progressivement lorsqu’ils migrent au travers d€&ELet de la VZ/SVZ du télencéphale
dorsal [Arshad et coll., 2016].

Dans une étude publiée la méme année, Pareded.gParedes et coll., 2016] ont
analysé la migration des interneurones vers leggrtéfrontal et cingulaire antérieur aprés la
naissance, structures impliquées dans la gesti®ifiotetions exécutives et du comportement
social dont I'expansion et la complexité sont sipgees a I'espéce humaine, bien que les
mécanismes qui les sous-tendent demeurent impamfaitt compris. Selon les observations
post-mortem de Paredes et coll. entre la naissahdi&ge de trois mois, la SVZ reste
densément peuplée de neurones immatures le lonig garoi des ventricules latéraux,
formant une structure arciforme, 'ARC. La majorité ces cellules qui sont Olig2-/GFAP-
exprime DCX et la la molécule d’adhésion neuroradéysialiliée PSA-NCAM. Ces petits
neurones sont répartis sur 4 niveaux dont le pregse pauci-cellulaire, le second exprime
fortement DCX surtout autour des vaisseaux, lesigaie est constitué par des cellules DCX+
dispersées dans la substance blanche profondeeateeme contient des groupes de cellules
DCX+ qui s’organisent autour de structures de fotrmangulaire ou de prolongements en
forme de doigt. Les jeunes neurones des niveauk 2 reigrent isolément ou en chaines,
parallelement aux ventricules, ventralement etalersent, et ceux du niveau 4 se dirigent
vers le cortex. Ces neurones expriment aussi IBA A&t les marqueurs de la MGE ou de la
CGE mais n’expriment aucun des marqueurs des nesiexcitateurs. Ces interneurones nés
tardivement peuplent notamment le cortex cingulairgrieur, structure dont le volume croit
jusqu'a I'age de 5 mois. Les auteurs suggérent gpee interneurones qui contribuent a
I'établissement des circuits intracorticaux inhebits pourraient contribuer a la plasticité

développementale.

87



A Neonatal Brain

Figure 38: Représentation schématigue de I'ARC selon Pareffgs et aspects
morphologiques des interneurones immatures dasisrdgions périventriculaires chez
’lhumain au moment de la naissance : Dispositi@nsémble de I'ARC (B) ; interneurones
en migration le long des vaisseaux (C); migratdes interneurones dans la substance

blanche, émettant des prolongements en forme g ().

[l - L’exposition anténatale a I'alcool

[1I-1- Historique

Si les effets délétéres de I'alcoolisation au sade la grossesse sont connus depuis
I'antiquité dans la Gréce ancienne, a Rome et éh@ge, la tératogénicité de I'alcool n'a été
reconnue qu’en 1968, date a laquelle Lemoine ét oblierent un article princeps intitulé :

« Devenir des enfants nés d’une mere alcooliqueempine et coll., 1968 ; Calhoun et
Warren, 2007]. Mais la description clinique desraaties liées a la prise maternelle d’alcool
au cours de la grossesse, dont sa forme la plésesée syndrome d’alcoolisation faetale ou
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FAS (Fetal Alcohol Syndrome) ne fut publiee qu'&@v3 par Jones et Smith [Jones et Smith,
1973], puis en 1974 par Jones et collaborateurseplet coll., 1974]. Ces auteurs décrivirent
pour la premiére fois les caractéristigues de landyphie cranio-faciale, le défaut de
croissance anté-et postnatal, le retard mentaésiralformations associées a partir d’'une
série de 11 puis de 8 enfants nés de mere alceoliDepuis lors, de trés nombreuses
publications ont vu le jour, consacrées tant #ifiament de la description du syndrome qu’ a
la relation entre intensité de I'intoxication etdévérité clinique ou a l'influence de facteurs
associés pouvant expliquer la diversité phénotypides enfants ayant été exposeés a I’ alcool

au cours de la vie embryo-fcetale.

[1I-2- Données épidémiologiques

Les affections liées a la consommation d’alcoahstibuent un probleme de santé
publigue. Aux états unis, prés de 14% de la pojmlagpond aux criteres du Diagnostic and
Stastistical Manual of Mental disorders (DMS) -Matds a la consommation d’alcool, et
8.5% des adultes ainsi que 6% des adolescentsnsoroment. Plus de 50% des adolescents
le consomment sur un mode aigu appelé binge dgnkiraduction littérale : épisode de
consommation excessive d’alcool) qui se définit lsaprise de plus de 5 verres pour un
individu de sexe masculin et de 4 verres pour wividu de sexe féminin en moins de 2
heures, ce qui entraine, a la différence des ajulige altération des fonctions hippocampe-

dépendantes avec diminution de volume d’ I'hipposaran imagerie [Nickell et coll., 2017].

La prise d’alcool en cours de grossesse (Prerftadhol Exposure, PAE), est
responsable d’'un syndrome d’ alcoolisation foetgdpede FADS (Fetal Alcohol Disorder
Spectrum) qui regroupe I’ ensemble des perturbatioduites par la prise d’ alcool par la
meére pendant la grossesse et qui inclut la form@ua sévere, le FAS. Vingt pour cent des
femmes agées de 18 a 34 ans consomment de I'@oduohge, et la PAE affecte 0.77% de la
population générale, et de 2 a 7% de la populaionEtats Unis et en Europe [Green et coll.,
2016]. Une étude épidémiologique récente menéeaaada et aux Etats Unis a révélé que 10
a 20% des femmes enceintes consomment de l'altaplee3% d’ entre elles s’adonnent au
binge drinking [Popova et coll., 2017]. La prévalerdu FADS estimée a partir de méta-
analyses est extrémement variable en fonction dewlitions socio-économiques, des
traditions culturelles et religieuses. Elle seghitbalement de 1.12 a 5%, de 11% en Afrique

du sud, 4% en ltalie, et probablement aussi tr@gél en Afrique sub-saharienne [Wozniack
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et coll., 2019]. Quant a la prévalence des autaesntes cliniques, elle a été estimée a 0.78%
pour le FAS, et 0.9% pour le syndrome « troublesrodéveloppementaux liés a I'alcool».
En ce qui concerne les anomalies du comportemerd @ds cohortes FADS : le syndrome
déficit de I'attention- hyperactivité est augmerd@&n facteur 8 a 10 par rapport a la
population générale, les troubles du langage dametir 10, les déficits intellectuels d’'une
facteur 97, les psychoses d’'un facteur 24, lesotesude type anxieux d’un facteur 11 et les
troubles de I'audition d’un facteur 128 [Charneseddl., 2016; Popova et coll., 2017].

[11-3- Le syndrome d’alcoolisation feetale humain

[1I-3-1- Données cliniques

Le FADS constitue un véritable probléeme de santdligue de par les conséquences
délétéres qu’il induit a long terme, gu’il s’agisde handicaps physiques, neurologiques,
cognitifs, comportementaux, psychiatriques et denarbidités. Socialement, les patients
atteints d’'un FADS ont une productivité diminuéentsparfois sans emploi, sans domicile et
sont plus fréquemment incarcérés. Bien que le FADB aussi fréquent que le spectre
autistique (Autism Spectrum Disorder, ASD), il estous-diagnostiqué pour des raisons
diverses. A titre d’exemple, dans une cohorte d2 @@fants FADS, seuls 2 avaient été
diagnostiqués FADS avant la prise en charge deolerte [Chassnoff et coll., 2015]. Le
diagnostic de FADS est souvent complexe, notammians les formes peu sévéres appelées
ARND (Alcohol Related Neurodevelpomental Disorddgns lesquelles il n'y a pas de
dysmorphie faciale ni de malformations, les troabieurocognitifs pouvant étre mineurs. Les
diagnostics différentiels sont multiples, en patigr avec les autres troubles de I'attention-
hyperactivité (Attention Deficit Hyperactivity Distder, ADHD). Ce spectre comporte dans sa
forme la plus séveére, le FAS une dysmorphie créag@le, un retard de croissance intra-
utérin (RCIU), des malformations viscérales, uneroaéphalie (périmétre cranien >-2 DS)
associée a des anomalies cérébrales structuralssapres la naissance, a des anomalies
neurologiques, neurocognitives et comportementalésommeées handicaps secondaires
[Chudley et coll., 2007 ; Del campo, 2017].
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[11-3-1-1-La dysmorphie cranio-faciale

Elle comporte un rétrécissement bitemporal, ddtgsetfentes palpébrales avec
épicanthus, un hypertélorisme, un ptosis, des #8swrn arc de cercle, une ensellure nasale
plate, des narines antéversées, des oreilles lesherahemin de fer, une hypoplasie de I'étage
moyen de la face, un philtrum effacé, long et bomblaénsi qu’'une levre supérieure mince.

Figure 39: Dysmorphie cranio-faciale du SAF anténatal - ringgtion a 26 SA pour
syndrome d’alcoolisation foetale avéré et récidivdamtdysmorphie est déja constituée et

caractéristique (Données personnelles).

[11-3-1-2- Le retard de croissance intra-utérin

Avant la naissance, la définition du RCIU désigies biométries foetales inférieures
au 5éme percentile selon les courbes de référemcguihard-Costa [Guihard-Costa et coll.,
2002] alors qu’en pédiatrie, on parle de RCIU Snsuffisance pondérale est inférieure au
10eme percentile selon les courbes de Leroy etri¢feroy et Lefort, 1971]. Aprés la
naissance, les perspectives de croissance apgataigsiuites, les mensurations pouvant
demeurer en dessous de la moyenne toute la vis,lenabtion de petite ou grande taille est a
rapporter a la communauté dont est issu I'enfaidt lattaille de ses parents [Jones et Smith,
1973 ; Habbick et coll., 1998 ; Chudley et collQ08]. Outre son action directe sur la
croissance fcetale, I'alcool agit indirectement emtyrbant les fonctions placentaires. |l
favorise I'hypoxie par vasoconstriction des vaisgseambilicaux jusqu’aux vaisseaux
villositaires, entraine la production de radicailbrds et augmente le risque d’hypoglycémie
chez le foetus [Chen et Sulik, 1996 ; Kay et cA&000]. L'altération du métabolisme
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placentaire, du développement du réseau villositair du transfert de nutriments et de
vitamines au foetus participent a la toxicité fgekmcentaire de I'alcool [Fisher et coll., 1982;
Fisher et coll.1986 ; Riceet coll., 1986 ; Karl et coll., 1996 ; Bramlest coll., 1999].

[11-3-1-3- Malformations viscérales et squelettigue

- Parmi les anomalies cardiaques fcetales, les fpeguentes sont les anomalies
septales (communications interventriculaires oeraniriculaires) [Burd et coll., 2007], les
anomalies des gros vaisseaux (aorte et artére pained [Terrapon et coll., 1977], le canal
atrio-ventriculaire, le défaut de fermeture du ¢aartériel, la tétralogie de Fallot [Loser et
coll., 1992].

- Au sein du groupe des malformations de I'appa@nito-urinaire, des hypoplasies
rénales uni- ou bilatérales sont observées, de nggimeles reins en fer a cheval, une aplasie
rénale ou des reins dysplasiques, des duplicatimésrales et/ou des hydronéphroses
[Chudley et coll.2005]. Hypospades et cryptorchidies sont aussitdécr

- Les anomalies et malformations squelettiques ségalement fréquentes :
articulations fixées, retard de développement ditesye vertébral [Habbick et colll998],
exostoses tibiales bilatérales [Azouz et cd93], déformations de la hanche @xa valga
[Jaffer et coll.,1981], fusion congénitale des vertebres cerviaalesyndrome de Klippel-Feil
[Jeret et coll.1987; De Cornulier 1991 ; Schilgen et Loeser 1984k mains sont souvent
concernées par les malformations : hypoplasies @éailga [Crain et coll.1983], fusion des
osselets du poignet avec les métacarpiens, cangbytida (flessum congénital de
linterphalangienne proximale) avec altérations d#srmatoglyphes secondaires a la
diminution des mouvements feetaux, clinodactyliesvi@ions digitales dans le plan radio-
ulnaire) [Jaffer et coll., 1981] ou plus rarementypactylies [Chiriboga, 2003]. Le thorax
peut se trouver déformé en entonnoir ou en car€hedley et coll., 2005]. L'alcoolisation
foetale est également une cause de chondrodysplpsiectuées [Leicher-Duber et coll.,
1990; Maroteaux et coll., 1984]. Le développemaettdire peut aussi étre affecté [Jackson et
Hussain, 1990].

- De trées nombreuses autres variétés de malfansatbont été rapportées comme
pouvant étre associées a une exposition prénatékdcaol, la tératogénicité de I'alcool
restant incertaine dans certains cas [Chudktycoll., 2005]. L'alcoolisation foetale a été
incriminée dans la survenue d’'une fibrose hépaticpregénitale ou d’'une atrésie des voies

biliaires extra-hépatiques [Habbick et coll., 1978je rares observations de sténose du pylore
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ou d'atrésie de lintestin gréle [Mangyanda et ¢oll998], différentes atteintes oculaires
[Chan, 1999] ou vestibulo-cochléaires [Church eelAl998], des hernies diaphragmatiques
[Kesmodel et coll., 2002], des fentes labio-pakgifChiriboga, 2003; Seki et coll., 2005] et
des malformations adénomatoides kystiques pulmemaint été rapportées [Kulwa et coll.,
2005]. L'ensemble de ces anomalies dont I'assariatst parfois évocatrice, n’est cependant

pas spécifique de I'exposition foetale a I'alcool.

I11-3-1-4- Anomalies cérébrales structurales

L’anomalie la plus constante est la microcéphalimrtaines régions sont plus
affectées, notamment le lobe pariétal et la régiénsylvienne au niveau desquels il existe
une réduction de volume de la substance blanche.cdrps calleux manque ou est
hypoplasique, cette hypoplasie touchant le rostrdeesplénium. L’hydrocéphalie est
inconstante et probablement le reflet d’'une dimortde volume du parenchyme cérébral
(dilatationa vacu@. Une hypoplasie des noyaux caudés est égalerfssmsiquement décrite
de méme qu’'une hypoplasie du cervelet touchanbsule lobe antérieur du vermis [Riley et
Mcgee, 2005].

L’atteinte oculaire est variable et colobome, Iplpsie du nerf optique,
microphtalmie, strabisme convergent, dysplasienigine ou vaisseaux rétiniens d’aspect

tortueux ainsi que faible acuité visuelle ont &térds.

[11-3-1-5- Troubles neurocognitifs et comportementa

Apres la naissance, le déficit cognitif peut &ggere et global ou sélectif : troubles de
'attention, de la mémoire ou des fonctions exémd#tj déficit visuo-spatial, défauts
d’intégration spatio-temporelles, pauvreté des ciégm de jugement, parcours scolaire
chaotique avec faibles performances acadéemiquésy[Ri McGee, 2005]. Une épilepsie est
présente dans 9% des cas et peut résulter d’aremmddila mise en place du cortex cérébral,
ces enfants pouvant étre porteurs de micropolygyuiel’hétérotopies nodulaires. La baisse
de laudition peut résulter d’une transmission dund conduction altérée et impacte le
langage, la parole, la lecture et I'écriture. Uthedé récente par imagerie portant sur des
enfants adoptés d'origine russe [Boronat et ca8D17] a permis de mettre en évidence un
certain nombre d’anomalies ou de malformationshoé@tés : hypoplasie ou agénésie du corps

calleux, hypoplasie cérébelleuse, ventriculomégalaomalies vasculaires, gyration
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simplifiée avec épaississement ou amincissementladeplaque corticale. De facon
intéressante, des études de tractographie en irmageDTI (Diffusion Tensor Imaging) ont
permis de révéler des anomalies de la microstreaerla substance blanche et de les relier
aux troubles comportementaux [Riley, 2011 ; Wozreakoll., 2019]. Enfin, les troubles du
comportement incluent impulsivité, agressivité, dngativité, conduites addictives,
comportements sexuels inappropriés, faible aptitule s’insérer socialement avec
comportements délictueux voire criminels [Chudlegadl., 2007].

[11-3-2- Etudes neuropathologiques

De trés rares études neuropathologiques exhasistivet été publiées a partir de
grandes séries de patients ayant présenté un FR®DSremiere description autopsique des
lésions cérébrales est celle de Jones et SmitlegJeinSmith, 1973] qui identifierent chez un
foetus décédé a 32 SA une micrencéphalie sévecéffbrale pesant 140g pour une norme de
235 +/- 24 g selon les abaques de Guihard Codtarevche) [Guihard Costa et Larroche,
1990], une gyration simplifiée par fusion des cameolutions, des hétérotopies neuro-gliales
méningées, une dilatation ventriculaire et une ég@&ndu corps calleux. Entre 1973 et 2017,
33 cas ont été documentés sur le plan neuropaiqam@t les anomalies décrites permirent
d’identifier les malformations tres sévéeres a typleoloprosencéphalie et d’anomalies de
fermeture du tube neural (NTD), et de confirmeeXistence d’'une micrencéphalie constante
avec dilatation ventriculaire, d’'une agénésie/hyasip du corps calleux, d’'une dysgénéese du
tronc cérébral et du cervelet avec sur le planoligique des anomalies de migration
neuronale [Clarren, 1977 ; Clarren et coll., 19%8isniewski K et coll.,1983 ; Roebuck et
coll., 1998].

Ce n’ est qu'en 2017 que Jarmasz et coll. rappamt de facon exhaustive les Iésions
viscérales et cérébrales a partir d’'une grande sétiopsique incluant 174 patients répartis en
5 groupes comportant 52 morts foetaresterg 65 nourrissons (1 jour a 1 an), 32 enfants (13
mois-12 ans), 14 adolescents (13-20 ans) et 1teadidlarmasz et coll., 2017]. Dans fé 1
groupe, 42% avaient un tres faible poids de nagssatans plus de 25% des cas, il y avait eu
une exposition a I'alcool au cours dt ttimestre, et dans plus de 75% des cas aucundeiivi
grossesse n'avait été réalisé. La dysmorphie ggtribuvée dans 25% des cas. Les lésions
encéphaliques étaient de nature malformative (Nm8lpprosencéphalie, hydrocéphalie),
et/ou de nature acquise (ischémo-hémorragique)s Darsecond groupe, 29% des meres

avaient consommé de I'alcool tout au long de lsggesse. Sept nourrissons avaient présenté
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une épilepsie avec des Iésions de sclérose hipgogaenen histologie. La dysmorphie n’était
pas renseignée. Les causes de décés étaientunibetimopinée, sepsis et complications liées
aux malformations. Treize pour cent des nourrissw@sent une micrencéphalie, les autres
malformations étant NTD, agénésie partielle du sogalleux, hétérotopies méningees.
Comme dans le®lgroupe, des lésions de nature ischémo-hémorragitpient identifiées.
Les causes de déces étaient le plus souvent deenafactieuse. Dans la cohorte des 32
enfants, 20 avaient été diagnostiqués ou suspdetésADS. La moitié d’ entre eux étaient
porteurs de malformations (cceur, rein, squelettO&6 d’entre eux étaient microcéphales.
Les lésions cérébrales étaient de nature trauneatoguischémique séquellaires. Dans le
groupe des adolescents, tous avaient été suspEcte&DS et le diagnostic de FAS avait été
retenu a posteriori chez 8 d’entre eux. Les caukesiéces étaient suicide, accident ou
homicide. Six étaient microcéphales, mais ni |ésioiscérales ni lésions cérébrales n’étaient
retrouvées. Les 3 sujets épileptiques n’avaientdeakesions hippocampiques. Enfin dans le
dernier groupe, tous avaient été suspectés ou aktignés FADS, aucun ne présentait de
malformations viscérales ou cérébrales.

Méme si cette étude a des limites en raison deuffisance de renseignements, en
particulier la dysmorphie, on peut remarquer que ¢auses de déces précoces sont
essentiellement liés aux malformations viscérala®eibrales associées aux lésions acquises
engendrées par I alcoolisation anténatale notamhpene biais de l'insuffisance placentaire,
les causes de déces chez les individus plus ages sgiuvent en rapport avec les troubles
comportementaux. Enfin, d’aprés ces constatatitmssurvenue d’'une microcéphalie est
inférieure a celle rapportée dans d’autres étudlagjees ou par imagerie, tout comme la
survenue de malformations cérébrales, les |ésinoéphaliques étant plus souvent de nature

acquise, ischémique et/ou hémorragique récentssauellaires.

[lI-4- Critéres diagnostiques

l11-4-1- Critéres diagnostiques du FADS

Plusieurs systémes de classification existent @ua@a et aux Etats-Unis sur la base
générale de 4 signes : niveau de la consommatiaicodl pendant la grossesse, retard de
croissance, dysmorphie faciale et anomalies neusboi@pementales. Les systemes plus
utilisés sont: le « FADS 4-digit Diagnostic Codethe « Hoymes-revised Institute of

Medicine criteria » (IOM), les « Canadian guidefineet les « Centers for Disease Control »
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guidelines (CDC) [pour revue, Riley et coll., 2011Ces systéemes ne prennent
malheureusement pas en compte les mémes critemnegpermettent pas d’avoir un diagnostic
de certitude en cas d’anomalies plus modérées mielfEs, décrites d’abord sous le terme de
FAE (suspected Fetal Alcohol Effects) en 1978 parrén et Smith [Clarren et Smith, 1978],

puis sous la dénomination de pFAS en 1996 (pd&rAs).

La dysmorphie faciale constitue un point d'appapital pour identifier un SAF.
L'étroitesse des fentes palpébrales, trés caratitgre [Moore et coll., 2001 ; Moore et coll.,
2007], peut étre évaluée en pédiatrie par comparaigies courbes de référence établies pour
des foetus blancs nord-américains au-dela de 23429Chiriboga, 2003; Chudley et coll.,
2005]. De tels critéres diagnostiques ne sont psodibles actuellement avant ce terme,
I'appréciation du caractére étroit des fentes dbdnetus agé de moins de 27 SA ne pouvant
étre formellement établie. Une échelle pédiatrigiseelle permet d’évaluer 'amincissement
du vermillon de la levre supérieure et du lissagesilon naso-labial, cette échelle étant
adaptée aux deux sexes et a différents groupesopelgtions [Astley et Clarren, 1996;
Chudley et coll.2005]. Selon ces critéres, le philtrum n’a pas sgaeement besoin d'étre
long pour évoquer un SAF : un petit philtrum bonthassocié a une levre supérieure fine et
un effacement du sillon naso-labial peut tout & darrespondre a un SAF. Outre le trépied
diagnostique fentes palpébrales-philtrum-lévre gapée), la dysmorphie faciale est d’autant
plus évocatrice que des anomalies supplémentairgsenstatées : hypo- ou hypertélorisme,
front allongé et étroit, ensellure nasale largerines antéversées, malformation de
l'articulation temporo-mandibulaire, hypoplasie kitage moyen de la face (sphénoide et
ethmoide hypoplasigues), micrognatie ou encoreaéfiicis [Chaudhuri, 2000; Jaffer et coll.,
1981, Jeret et coll., 1987].

96



Four digit code

Hoyme-Revised IOM

Chudley—Canadian

National Task Force/CDC

FAS

Facial Characteristics

Growth Retardation

CNS involvement

Alcohol Exposure
Partial FAS
Facial Characteristics

Growth Retardation

CNS involvement

Alcohol Exposure
ARND

CNS involvement

Simultaneous presentation of short
palpebral fissures (<2 SD), thin
vermillion border, smooth philtrum
(rank 4 or 5)°

Height or weight <10th percentile

Head circumference (OFC) =2 SD
below norm or sigmificant
abnormalities n brain structure or
evidence of hard neurological
findings or significant impairment in
>3 domains of brain function (32 SD
below the mean) as assessed by
validated and standardized tools

Confirmed or Not confirmed

Short palpebral fissures (<-2SD) and
either a smooth philtrum (rank 4 or 5)
or thin vermillion border (rank 4 or
5), with the other being normal (rank
3) OR palpebral fissure (<1 SD) and
both a smooth philtrum and thin
vermillion (rank 4 or 5)

Not required

Same as for FAS

Confirmed

Does not propose this diagnostic
category, but rather has several
categories assessing functional
deficits

Same as for FAS

=2 of the following: short palpebral
fissures (<10th percentile). thin
vermillion border (rank 4 or 5). smooth
philtrum (rank 4 or 5)

Height or weight <10th percentile

Head circumference (OFC) <10th
percentile or structural bramn abnormality

Confirmed or Not confirmed

>2—short palpebral fissures (<10th
percentile), thin vermillion border,
smooth philtrum (rank 4 or 5)

Either height or weight <10th percentile
OR (see CNS involvement)

Head circumference <10th percentile or
structural bramn abnormality or
behavioral and cognitive abnormalities
inconsistent with developmental level

Confirmed or Not confirmed

Either 1) structural brain anomaly or
OFC <10th percentile or 2) Evidence of

Simultaneous presentation of short
palpebral fissures (<2 SD), thin
vermillion border, smooth philtrum
(ranks 4 and 5)

Height or weight or
disproportionately low weight-to-
height ratio (<10th percentile)

Evidence of =3 impairments in the
following CNS domains: hard and
soft neurologic signs; brain structure;
cognition; communication; academic
achievement; memory, executive
functioning and abstract reasoning;
attention deficit/hyperactivity:
adaptive behavior, social skills, social
comumunication

Confirmed or Not confirmed

>2—short palpebral fissures, thin
vermillion border, smooth philtrum

Not required

Same as for FAS

Confirmed

Same as for FAS

Simultaneous presentation of short palpebral
fissures (<10th percentile), thin vermillion
border, smooth philtrum (ranks 4 and 5)

Height or weight <10th percentile at any point
i time.

Head circumference (OFC) <10th percentile or
structural brain abnormality or neurological
problems or other soft neurological signs
outside normal limits or functional impairment
as evidenced by global cogmitive or intellectual
deficits, below the 3rd percentile (2 SD) below
the mean or functional deficits below the 16th
percentile (1 SD) below the mean m at least 3
domains:

Confirmed or Not confirmed
Not proposed
Not applicable

Not applicable

Not applicable

Not applicable

Felt that there was insufficient data to provide
guidance for this diagnosis. Formed group to
discuss

Not applicable

97



Four digit code

Hoyme—Revised IOM

Chudley—Canadian

National Task Force/CDC

Alcohol Exposure

Notes

Confirmed

The 4-digit code provides an
assessment of effects in 4 areas
(growth, face, CNS, and alcohol
exposure) that results in 256 different
codes and 22 diagnostic categories

A specific pattern or level of alcohol
exposure is not required, just that
alcohol exposure 1s confirmed or not

a complex pattern of behavioral or

cognitive abnormalities inconsistent with

developmental level that cannot be
explained by genetics, fanuly
background or environment alone

Confirmed

Alcohol exposure is defined as a pattern
of excessive intake or heavy episodic
drinking

Other behavioral characteristics are
assessed, but it 1s unclear how they fit
into the diagnosis for FAS

Confirmed
Alcohol exposure is defined as a

pattern of excessive mtake or heavy
episodic drnking

A domain 1s considered “impaired”
when on a standardized measure:
Scores are =2 SD below the mean, or
there 15 a discrepancy of at least 1 SD
between subdomains or there is a
discrepancy of at least 1.5-2 SD
among subtests on a measure

Not applicable

Alcohol exposure levels are not defined, but
the authors cite evidence of alcohol exposure
based upon clinical observation; self-report;
reports of heavy alcohol use during pregnancy
by a reliable informant; medical records
documenting positive blood aleohel levels, or
alcohol treatment; or other social, legal, or
medical problems related to drinking during
the mndex pregnancy

Tableau 2: Comparaison des différents algorithmes diaggass du spectre Iésionnel liés a I'exposition piaaaa I'alcool [d’apres Riley et
coll., 2011].
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L’individualisation de ces signes moins spécifiquest parfois importante dans le
rattachement d’'une dysmorphie incompléte & une stipo prénatale a I'alcool. A partir de
mesures anthropométriques utilisant 6 criteresir(@dre cranien, profondeur de I'étage
moyen de la face, mesure de I'arc mandibulaire,feletes palpébrales, de la distance entre
les 2 angles temporo-mandibulaires et zygomatiqueiss et gauches) il a été rapporté qu'il
était possible de distinguer les enfants FAS, FAI2S enfants non exposés a l'alcool en
période anténatale [Moore et coll., 2001].

En ce qui concerne les troubles neurocomportementssociés a la PAE, ce
diagnostic est proposé dans la version révisée MS-M s'il existe un dysfonctionnement
dans les trois domaines suivants: neurocognitimmctions d’adaptation et « self-

regulation » [pour revue, Wozniak et coll., 2019].

[1I-4-2- Diagnostic et dépistage de I'alcoolisatioraternelle

Outre les criteres cliniques, le diagnostic de BARappuie sur le dosage de
marqueurs biologiques. Certains biomarqueurs sitddects, correspondant au dosage des
métabolites de I'éthanol, les autres sont des neamguindirects, reflétant l'intensité des
lésions cellulaires et tissulaires engendrées 'phobl. Les marqueurs indirects classiques
sont le Volume Globulaire Moyen (VGM), le taux sgre de Gamma-Glutamyl Transférase
(yGT), les transaminases et le taux sérigue de wans désialylée (CDT), mais ils
manquent de sensibilité et de spécificité en pditic en situation de grossesse. Les
marqueurs directs sont: I'éthanol (dosé dans i@ =t les urines), les esters éthyliques
d’acides gras (méconium, cheveux, plasma, urinesplatenta), I'éthyle glucuronide
(méconium, cheveux et ongles, plasma, urines eepta), I'éthyle sulfate (méconium, urine,
plasma), et le phosphatidylethanol dosé dans Ig sadétecté jusqu’a trois semaines apres la
prise d’alcool [Bakhireva et coll., 2011 ; NiemeR016]. Mais bien que nécessaires, les
biomarqueurs d’exposition actuellement connus nempttent souvent pas d’établir un
diagnostic de certitude a court terme chez la ptugpes enfants.

Un critére indispensable permettant de relier bas tableaux cliniques présentés par
les foetus et les enfants a I'alcoolisation foetoenmatile reste a ce jour la reconnaissance par
les cliniciens de la consommation d’alcool matdenalu cours de la grossesse. Il n’existe
donc pas de meilleure méthode qu’un interrogatdireque minutieux de la femme enceinte
et de son entourage pour dépister une éventuetisooumation d’alcool. L'interrogatoire
maternel et peut s’appuyer sur l'utilisation d’agieestionnaires standardisés tels que
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'AUDIT (Alcohol Use Disorder Identification Test)Saunders et coll.,, 1993]. La
consommation d’'alcool chez les femmes enceintest nigare, ni facile & mettre en évidence.
Une enquéte réalisée chez 837 femmes enceintele gw@ine consommation est affirmée
chez 52,2% des femmes, l'utilisation du questiornAUDIT permettant de retrouver une
consommation occultée chez 54,3% des prétenduetinaties, une consommation
considérée a risques chez 28,9% des femmes, essxeechez 13,9% d’entre elles [De
Chazeron et coll., 2008]. S’il est admis qu’'un SPE&ut survenir pour une consommation
d’alcool maternelle de 3 verres par jour, il faardpr a I'esprit qu’aucune dose minimale
d’alcool ingérée par la meéere n'est douée d'innacuits-a-vis du foetus. Au-dela de la
reconnaissance de la prise d'alcool se pose lelggmeb de la quantification de cette
consommation et de son mode (chronique ou bing®i ajue du moment l'alcool est
consommé (, 2™ et/ou 3™ trimestre), autant de variables difficiles & aperéer et
sources potentielles de grandes variations clisigéeces difficultés de mise en évidence
d’'une prise d’alcool et la variabilité des modescdasommation s’ajoutent les effets de co-
addictions et/ou de comédications tres fréqueress,patientes consommant souvent des
psychotropes, des antiépileptiques comme le Valerda sodium, du cannabis, du LSD ou
encore de I'héroine. Cette étape capitale de @@@stliniqgue des patientes a risque ne peut se
faire sans une sensibilisation et une prise deciemse de la part des professionnels de santé
de la nécessité d’'une recherche systématique dl@ation chez les femmes enceintes. Le
rattachement de tout tableau foetopathologiquepédiatrique a sa cause toxique alcoolique

et toute prévention de récidive de cette pathologipeut se faire sans cette étape clinique.
[1I-5- Mécanismes physiopathologiques du FADS

Malgré la multiplicité des travaux effectués awrsodes trois dernieres décennies, la
physiopathologie du syndrome d’alcoolisation foetalemeure encore imparfaitement
connue. Les effets tératogenes de I'éthanol pewdteatobservés au niveau de la plupart des
organes comme en témoigne le tres vaste spectfermatif. Cependant, les conséquences
les plus dramatiques sont liées a sa toxicité auwscdu développement cérébral car elles
auront des répercussions neurocognitives et comperitales tout au long de la vie. Les
mécanismes d’action de I'éthanol sont variés, ehrii interagit avec de nombreuses voies

moléculaires, biochimiques et cellulaires.
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Figure 40: Représentation schématique des divers processiléicutaires et cellulaires

impliqués dans la survenue du FADS apres expositibéthanol au cours de la vie embryo-

foetale [D’apres Ehrhart et coll., 2019].

[11-5-1- Mécanisme d’action direct

Le mécanisme d’action direct de I'éthanol est lidan métabolisme qui produit
'acétaldéhyde, un composé toxique provoquant wuesstoxydatif, mécanisme majeur de
constitution des lésions. L’éthanol est métabolde® facon majoritaire par [I'alcool
deshydrogénase (ADH) et le cytochrome P450 2E1 @B qui est présent dans le foie et
le cerveau. Une troisieme voie, accessoire, eseseptée par la catalase (CAT). L’ADH
n'est active qu’a partir de 26 SA et demeure aaux t’activité réduit chez le foetus, ce qui a
pour conséquence une alcoolémie foetale souverdrisupe a l'alcoolémie maternelle et
expligue en grande partie les effets déléteremament séveres liés a la prise d’alcool
pendant la période embryonnaire et foetale préctavg-Ocampo et coll.,, 2004]. Le
CYP2EL est actif des 16 SA, mais son niveau reasetdut au long de la grossesse. Cette
enzyme produit des radicaux libres (ROS, Reactixggén Species) qui oxydent de facon
incontrolée les lipides, les protéines et autresabwdites, provoquant des altérations de
I’ADN dont I'augmentation progressive déclencheVeges de I'apoptose responsables d’'une

diminution du volume cérébral et de Iésions coléisaa l'origine du déficit neurocognitif et
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comportemental. Le cerveau en développement estydaarement sensible a la génération
de ROS en raison de son métabolisme oxydatif évé&a richesse en lipides insaturés et en
neurotransmetteurs qui sont autant de substrats Ipe ROS. La réaction avec les ROS
produit des ions superoxyde, des quinones et semeées qui sont eux-mémes des radicaux
extrémement réactifs, ce d’autant que les enzymgorydantes sont a des taux bas dans le
cerveau fcetal [Ehrhart et coll., 2019].

[1I-5-2- Effets de I'éthanol sur I'expression géna

Les perturbations de I'expression des génes ax@ssition anténatale a I'alcool sont
de deux ordres : effets a court terme sur le mésahe énergétique et la survie cellulaire, et
effets a long terme sur le niveau d’expression eltams facteurs de croissance, molécules
d’adhésion et neurotransmetteurs. Ces perturtsatieri’expression génique dans le cerveau

perdurent jusqu’a I'age adulte.

[11-5-2-1- Effets a court terme

Sous l'effet du stress oxydatif, la bioénergétiqueochondriale intraneuronale est
altérée, induisant une dérégulation de la proliféna et de la différentiation des
mitochondries, une réduction de leur volume et'agivité de la chaine respiratoire et donc
de la production d’ATP. L'éthanol active la voie ogpotique mitochondriale ou voie
intrinséque qui est régulée par Bax et Bcl-xL. lemtprbation de I'intégrité mitochondriale
provogue la libération du cytochrome c et I'activatde la caspase-3. Cette mort neuronale
apoptotique est observée dans diverses régions eolmncortex cérébral et cérébelleux,
I'amygdale ou les neurones du systeme visuel [Bietccoll., 1999 ; lkonomidou et coll.,
2000 ; Tenkova et coll., 2003 ; Balaszczuk et cdlM011]. En perturbant la voie de
signalisation AMPc/CREB, I'éthanol diminue I'expsésn d’'un co-activateur transcriptionnel
jouant un rdle important dans la fonction mitochasle et dans les systemes cellulaires
antioxydants, le PGCel (Proliferator-activated receptor gamma co-activaicalpha)
[Lamarche et coll., 2013].

Lorsque le cerveau est encore trés immature, éeegy proapoptotiques sont plus
fortement exprimés et peuvent exercer un effetstéfa une période ou le cerveau exposeé a
une alcoolisation est particulierement vulnératiénfov et coll., 2013]. A partir de 1a®5°

semaine, le pool de progéniteurs qui proliferenisdies zones germinatives et qui migrent
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pour former la plaque corticale et les noyaux goas-corticaux est diminué, expliquant en
partie la constitution précoce d’une micrencéphidiebert et coll., 2006]. La diminution du
pool de progéniteurs est a l'origine d’'une dimioatide la glie radiaire, d'un retard de
migration des neurones effecteurs et d'une difiéedion précoce des cellules gliales
radiaires en cellules gliales de type adulte [Gres<t coll., 1992 ; Aronne et coll., 2011]. Par
ailleurs, I'extension de la plaque prochordaleaetdie de signalisation Shh au cours de la
5°M semaine sont perturbées avec pour conséquencestiptés une holoprosencéphalie
et/ou une agénésie du corps calleux par absencdivdge du prosencéphale en deux
hémisphéres cérébraux et de mise en place detuseside la ligne médiane.

Au cours des stades précoces de I'embryogénés@rd'ssion de genes impliqués
dans le métabolisme des vitamines et en particdielacide rétinoique est diminuée sous
I'effet de I'éthanol. Les enzymes qui catabolisBéthanol en acétaldéhyde puis en acide
acétique utilisent les groupes enzymatiques destinémétabolisme de I'acide rétinoique. Ce
dérivé de la vitamine A est un morphogéne capiteddulateur des genéfOX au moment
de la segmentation du cerveau primitif en prosemaiép mésencéphale et rhombencéphale au
cours de la 3" semaine de développement [Maden, 2001]. A paetid2il, les cellules des
crétes neurales s'isolent du prosencéphale, dunoégkale et du rhombencéphale sous
I'influence de l'acide rétinoique et migrent veasface ventrale de 'embryon pour former les
différents bourgeons constitutifs de la face [@amta et Tosello, 2006]. Une exposition a
I'alcool pendant cette période (J17 chez I'hnumaie)met de reproduire chez le rongeur les
caractéristiques de la dysmorphie du FAS par agep#&t/ou anomalies de migration des
cellules de la créte neurale [Sulik, 2005] alors aju cours de la neurulationé(ﬁf semaine
chez 'humain) I'exposition a I'alcool reproduit ysmorphie du syndrome de DiGeorge ou
syndrome vélo-cardio-facial, en rapport avec unerodiélétion en 22q.11.13, différente de
celle du FAS et associant petites fentes palpéhraieplantation basse des oreilles et nez
bulbeux. Une PAE survenant aprés la période d’axgénése (entre 4 et 8 semaines post-
conceptionnelles) a moins d’impact sur la consttutle la dysmorphie mais est responsable
d’ARND. L’éthanol perturbe aussi I'expression denge codant la niacine (vitamine B3), la
vitamine D et l'acide folique (vitamine B9) impligas dans la différenciation cellulaire, la
maturation des crétes neurales et I'inflammaticgitfs et coll., 2014].

La modulation de I'expression de certains génes lgghanol est par ailleurs
susceptible d’augmenter ou de diminuer la susdé#ilbndividuelle a la neurotoxicité de

I'éthanol et donc la propension a développer dasmaties cranio-faciales plus ou moins
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marquées. Ces génes codent pour des protéineomihtes, les éléments du protéasome,
I'épissage d’ARN et pour des molécules d’adhésgmith et coll., 2014].

llI-5-2-2- Effets a long terme

L’éthanol induit a long terme une dérégulation Kkxpression d’autres genes
impliqués dans la production de facteurs neuroicps, les interactions cellule-cellule et
cellule matrice extracellulaire, la synaptogénésk @lasticité synaptique ainsi que dans la
différenciation neuronale [Feltes et coll., 2014].

Le Nerve Growth FactaiNGF), le Brain Derived Neurotrophic Factor (BDN&)le
VEGEF jouent un role clé dans la survie, la diff@iation et la maturation cellulaires ainsi que
le maintien de la connectivité entre cellules c&lds. Leur niveau d’expression et celui de
leurs récepteurs ainsi que le niveau d’expressiorBBNF est altéré par I'alcoolisation
prénatale par perturbation des voies de signalisdflAPK/ERK et PI3K/AKT, déclenchant
une neuroapoptose [Climent et coll., 2002]. Il alément été démontré depuis longtemps que
I'alcool module le niveau des facteurs de croissaimepliqués dans le cycle cellulaire et
provogue l'inhibition des cyclines et des kinasgsline-dépendante (Cdk) responsable d’'une
diminution du nombre de cellules en prolifératibng et Miller, 1998].

L'effet délétere de l'alcoolisation prénatale slar migration neuronale est non
seulement lié a une apoptose précoce des progéniens les zones germinatives et a un
défaut d’établissement de la glie radiaire maissiaasla dérégulation de molécules de
signalisation qui contrélent les interactions enteuroblastes et glie radiaire. Parmi les
molécules d’adhésion cellulaire, NCAM (Neural CAflhesion Molecule) et LICAM (L1
cell adhesion Molecule) ont un réle majeur au calusdéveloppement. Des anomalies du
profil d’expression de NCAM qui est normalement ixy@e a la surface des neurones et des
cellules gliales et qui contribue a la formationaela plasticité des synapses induisent des
anomalies de la migration neuronale et de la syggpiese [Muller et coll., 2010]. L’éthanol
inhibe les fonctions de L1 en se fixant sur somr sle liaison situé dans le domaine
extracellulaire et par déphosphorylation de plusiesites situés dans le domaine
intracellulaire de L1, molécule impliquée danshaissance, le guidage et la fasciculation des
axones ainsi que dans la reconnaissance de la riigiaiane par ceux ci, responsable d’'un
défaut de développement du corps calleux et deicorticospinale [Dou et coll., 2018].

La sécrétion des neurotransmetteurs et I'expressioleurs récepteurs sont affectées
par I'éthanol. Les récepteurs au glutamate NMDA tsdes canaux ionotropes qui
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interviennent dans la migration, la différenciatieinla survie neuronales ainsi que dans la
synaptogénese et les phénomeénes de plasticité teyua@ long terme. L'éthanol induit un
blocage de la liaison du récepteur NMDA a son lijaste I'expression de ses sous-unités,
ainsi que de sa fonction. Ces anomalies sont agit@ d’'une dérégulation des influx
calciques, ce qui provoque un stress oxydatitagmnt une mort neuronale ce d’autant que
les récepteurs GABAsont suractivés [Ikonomidou et coll., 2000 ; Olm¢yoll., 2000].

Il a été montré récemment chez le rongeur qu’lc@olisation prénatale entraine une
migration aberrante des neurones GABAergiques,aettgchnique de patch-clamp que la
transmission GABAergique spontanée et évoquée gfiaiulée, induisant une dérégulation
de la balance excitation/inhibition en faveur deHibition alors que le réle excitateur du
GABA est nécessaire lors de la maturation cérélj&iterput et coll., 2015]. Au cours de la
formation de la plaque corticale, le réseau vaseulsert de support a la migration des
neurones GABAergiques et la mise en place du uégasculaire cérébral est perturbée par
I'éthanol [Jégou et coll., 2012]. Ces données stgggequ’outre un effet direct sur les
récepteurs au glutamate et au GABA, I'éthanol agiirectement sur la migration des cellules

qui synthétisent ces deux neurotransmetteurs.

[1I-5-3- Ethanol et modifications épigénétiques

Les modifications épigénétiques sont définies cemdes altérations stables,
potentiellement réversibles mais pouvant étre tragess sur plusieurs générations sans que
les séquences d’ADN ne soient modifiées. Elles Bordsultante d’altérations de la structure
tridimensionnelle de la chromatine qui modifie Ctassibilité de Ila machinerie
transcriptionnelle a I'ADN. La régulation de I'exgasion génique est contrélée d’'une part par
les processus de méthylation de I'ADN, d'autre paar l'acétylation, la méthylation-
acétylation, la phosphorylation, I'ubiquitination ¢a sumoylation des histones H2 H3 et H4
[Minarovits et coll., 2016 ; Ehrhart et coll., 2Q1®n troisieme mécanisme de régulation est
médié par les ARNs non codants (nCARN) qui sontiexgs a des taux élevés dans le SNC.
Rappelons que ces modifications épigénétiques pewdtee influencées par des facteurs
environnementaux, notamment par I'éthanol et qetic@s mécanismes interviennent selon
un gradient temporospatial défini au cours de Ecsigation neuronale des cellules souches
neurales, de leur différentiation puis de leur mettan, comme représenté sur le schéma ci-

dessous :
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[d'aprés Resendiz et coll., 2014].

Les cellules souches s’enrichissent en 5-méthyiesaye, puis en 5-hydroxyméthylcytosine
au cours de la différentiation et la maturationroaale, conjointement a l'acétylation des
histones H3 et H4. Les ncARNs sont élevés dansdisles souches, diminuent lors de la
spécification neuronale et réaugmentent lors deqlissition du phénotype de neurones

matures [Resendiz et coll., 2014].

[1I-5-3-1- Ethanol et méthylation de L’ADN

Les premieres études réalisées sur des embrysmuds exposés a I’ alcool entre E9
et E11 permirent de démontrer que I' alcool inditiisae baisse des niveaux de méthylation
de I’ ADN et qu’une exposition tout au long de kstation entrainait un retard de méthylation
dans les progéniteurs neuronaux du cortex préfrehide I'’hippocampe, retard partiellement

corrigé par I'administration un donneur de méthidecholine [Otero et coll., 2012 ; Perkins
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et coll., 2013]. Sur des cellules en culture, dté& démontré que, plutdt qu'une déméthylation
globale, certaines régions spécifiques sont pluthylées et d’autres moins, suggérant que
certaines régions ont une sensibilité differengeasvis de I'alcool. Dans une étude récente,
Portales Casamar et coll. ont identifié plus de §énes différentiellement méthylés dans les
cellules de I'épithélium buccal chez 110 enfantstqaos d'un FADS, dont 95 génes
contenant des régions comportant plus de 2 ilots,@@nes dont TARNm est normalement
fortement exprimé dans le cerveau, dont certaing soumis a empreinte et d'autres
appartiennent a la famille des protocadhérinestfif Casamar et coll., 2016]. Chez le rat,
I'éthanol altére I'expression de genes impliqguéssdéa transmission glutamatergique au
niveau I'’hippocampe, a l'origine de déficits d’'apptissage et de reconnaissance spatiale
[Zink et coll., 2011]. Une déméthylation du géBEAP provoqueun retard de I'expression
de la GFAP astrocytaire au cours du développeméiltés et coll., 1996]. L'alcool interagit
également avec le PDGFRet ses effecteurs (voie PI3K- mTOR), et I'on saissi que les
polymorphismes du geneDGFRA régulent la sensibilité de L1 a I'alcool [Dou etlico
2018].

[11-5-3-2- Ethanol et histones

La modulation de [I'expression des genes induiter pas changements
conformationnels de la chromatine consécutifs aoxlifitations des histones ont été moins
étudiées. Des études pan-génomiques chez le roageosé a lI'alcool ont permis d’'identifier
des difféerences notables de I'expression des hestoet d’enzymes modulatrices de
I'expression de ceux-ci par rapport a des animamoins. Plusieurs études réalisées chez le
rongeur exposé a l'alcool pendant une période @iprte aux deux derniers trimestres de la
grossesse chez I'humain font état d'une diminutides niveaux de méthylation et
d’acétylation des histones H3 et H4, avec une s§pva chromatinienne persistante dans le
cerveau adulte en cas d’exposition tout au lontadgestation. D’autres études on permis de
corréler les modifications des histones a une antation des phénomeénes de neuroapoptose
et de neurodégénération [Goldowitz et coll., 20Bubbanna et coll., 2015], et de montrer
gue les perturbations des niveaux de méthylatiatiagtetylation engendraient une altération

des promoteurs de géenes impliqués dans le « patgesmeuronal [Veazay et coll., 2015].
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[11-5-3-3- Ethanol et ncARNs

Que ce soit in vitro ou a partir de modeles muyrilns été démontré que I'exposition a
I’éthanol induisait une neuroapoptose par alténatie I'expression des ncARNs, notamment
par suppression du miR9, un régulateur clé de laoggnese et des miR-29a et b [Sathyan et
coll., 2007]. Une exposition a l'alcool chez I'ergbn de souris induit une up-régulation du
miR-10, qui réguleHoxal, un gene essentiel au cours du développement emimire
[Balaraman et coll., 2016]. Des altérations du aive’expression de multiples autres miRs
ont été identifiées et sont représentées sur ledatsuivant :

Table 3. Micro-RNA studies of developmental alcohol exposure.

Exposure paradigm Model Effects Ref.
Level Treatment Time Species  Tissue Culture Age Sex Dir. Target (miR-)
A 320 mg/dl 5 days GD 125 Mouse Cerebral cortical Y NA ND 4 9, 21, 153, 335 [117]
NPC
Lto A 2.0,400r60g/kg Gavage GD b-15 Mouse Fetal brain N GD 175 ND 1 9, 10a, 10b, 30a-3p, 145, 152 [118]
(2% at0and 2 h) L 29¢, 30e-5p, 154, 200a, 296,
339, 362, 496
A 1o0r 1.5% ethanol NA 4-24 hpf Zebrafish Embryo N 24 hpf ND T 30d, 1533, 183, 736 [119]
- 23a
A 320 mg/dl 5 days GD 12.5 Mouse Cerebral cortical Y MNA ND L 9, 21, 153, 335, 140-3p
NPC
A 2.5 g/kg (2x at 0 Subcut. PN 4,7 Mouse  Whole brain N PN 60 Male T 26b [120]
and 2 h) injection
A 430 mM NA 3.5-7.5hpf Zebrafish Embryo N 24, 48, Male/ T pre-9-3 (precursor to 9) [121
T72hpf  female | g
M 10% v/v ethanol Free GD1 Mouse Whole brain N PN 70 Male T 679-5p
drinking PN 10
A 400 mg/d! 24o0rd48h PN7 Mouse Cerebellar Y PN 7 ND T 343, 181a 1125
granule neurons L 9 29a 29b, 133
A 2.5g/kg (2% at 0 Subcut GD 14, 16 Mouse Whole brain N PN 70 Male T 302c [122]
and 2 h) injection
A 29g/kgat0h IPinjection GD 12 Rat Amygdalaand N PN 42 Male/ I 34, 155, 542-1, let-7c1, 1231
145g/kgat2h ventral striatum female letic-2-3p
9a-2, 29¢-3p, 191-1, 138-2,
221-5p, 322-2, 384-5p,
412-3p, 496, 874-5p 1843a-3p
A 1.75g/kg (1 h/day x Intravenous GD 4-132 Sheep Plasma N GD147 Maler T 34b [124]
3 daysiweek) catheter female | 9 5B 17-92 572 720
M 10% vfv ethanol Free GD 0.5-8.5 Mouse Hippocampus N PN 87 Male T 135a, 135b, 467b-5p, 487b 1691
drinking
Heavily prenatally exposed and affected children Human Maternal plasma N NA Female T 187-5p, 204-5p, 222-5p, [129]
299_3p, 449, 491-3p, 518f-3p,
519a-3p, 671-5-. 760, 885-3p
A- Acute; GD; Gestational day; - Low; Hpf: hours past fertilization; IP: intraperitoneal; M: Moderate; NA: Not applicable; ND: Mot disclosed; NPC: Newral progenitor cell, PN: Postnatal day.

Tableau 3: Altérations de I'expression de divers miRs enctamm du modéle animal, du
mode et de la durée d’exposition a I'éthanol, ettidsu analysé [d’apres Lussier et coll.,
2017].

D’ apres ce tableau, on remarque que certainégatins des miRs sont identifiées
dans le plasma maternel, et pourraient étre wiks@lles ou conjointement a d’autres critéres,
comme biomarqueurs en cas de FADS de diagnostctaia, et comme facteurs prédictifs de
séverité chez les enfants porteurs d’'un FADS [Batan et coll., 2016].
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Une thématique majeure du laboratoire Inserm UR245juipe 4 — « Team Genetics
and Pathophysiology of Neurodevelopmental disordersoordonnée par le Dr Bruno
Gonzales concerne l'étude des meécanismes physapgijues qui sous-tendent les
handicaps souvent séveres, a court et long terésepies par les enfants ayant été exposés a
une alcoolisation maternelle au cours de la grggesesa consommation d’alcool au cours de
la grossesse constitue la premiere cause de haneliceotamment de retard mental d’origine
non genétique, avec une prévalence estimée a DBMdssances vivantes d’'apres le rapport
national Inserm 2014. S’il est possible pour laiclen d’établir un diagnostic périnatal d'un
enfant atteint de la forme la plus sévére, le SlAFmajorité des enfants atteints de troubles
cognitifs et comportementaux liés a I'alcoolisatimatale (TCAF) échappe a un diagnostic
précoce en raison de I'absence d’anomalies morpgitples évidentes. Ce programme de
recherche appelé AlcoBrain a vu le jour en 2007 éerettant I'hypothese initiale que la
dissection des mécanismes physiopathologiques peamhed’identifier de nouveaux
biomarqueurs d’alcoolisation foetale afin de dépiptécocement les enfants et de démontrer
que ces biomarqueurs pourraient étre le reflebal’atteinte cérébrale. Ainsi, un dépistage
néonatal des TCAF devrait permettre une prise esrgeh adaptée, a une période ou
I'établissement de la plasticité cérébrale est makiLe programme AlcoBrain est basé sur la
démonstration d’'un axe fonctionnel « Placenta-Cauve et, en particulier sur une corrélation
entre la dérégulation de facteurs angiogéniquesceptaires et une dysfonction
neurovasculaire cérébrale. Dans un premier tengssgiudes réalisées chez I'animal puis
chez I'homme ont permis de démontrer qu'une alsatibn prénatale induit une
désorganisation du réseau vasculaire intra-cortisabc une diminution significative du
nombre de vaisseaux d’orientation radiaire au pohfinombre de microvaisseaux possédant

une orientation aléatoire [Jégou et coll., 2012].

Au cours de la vie fcetale, les facteurs capablestidriler I'angiogenese cérébrale sont
faiblement exprimés par le cerveau, laissant suppgsie les sources de facteurs pro-
angiogéniques de la famille du VEGF/PLGF pourra&ng d’origine placentaire, ce d’autant
que le PIGF (Placental Growth Factor) est exclusiem exprimé par cet organ€ette
seconde étude, également menée chez I'animal etl'tleenme, a permis de démontrer que
I'alcoolisation fcetale induit une stagnation voiume baisse de la densité vasculaire
placentaire et qu’il existe dans le placenta hum@mme dans le cortex cérébral, des

anomalies vasculaires chez les sujets ayant étésésgpa l'alcool, avec une corrélation tres
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significative entre l'intensité des altérations aaaires placentaires et cérébrales [Lecuyer et
coll., 2017].

Au cours du développement, l'angiogénése cérébese concomitante de la
neurogénese, et des études récentes ont révéléegisie une interaction spécifique entre
endothélium et migration des interneurones GABAmIgs d'une part et migration des
précurseurs d’oligodendrocytes d’autre part. Pdewss, des interactions étroites entre
cellules pyramidales glutamatergiques et interne@soGABAergiques en migration sont
nécessaires pour permettre le positionnement d¢odescinterneurones dans le cortex, mais
les mécanismes cellulaires et moléculaires impEqee sont pas encore parfaitement connus.
En utilisant des approches fonctionnelles et déepde fonction sur des modéles murins, un
travail récent de 'Equipe a permis de démontree ¢pi glutamate stimule l'activité des
protéases endothéliales MMP-9 (métalloprotéinaseficielle) et t-PA (activateur tissulaire
du plasminogéne) pour permettre aux néovaisseaus islu plexus vasculaire méningé
superficiel de pénétrer la plague corticale [Légeroll., 2020a]. Dans ce travail, il a été
montré également que l'activation de la MMP-9 éstepteur NMDA-dépendante et que le
glutamate stimule la migration des interneuronedB@érgiques le long des vaisseaux apres
liaison a son récepteur. L'administratiarvivod'un inhibiteur des MMPs chez la souris altére
le positionnement des interneurones GABAergiques ¢iss couches corticales superficielles.
Ces résultats laissent a penser que le glutamatedt® la migration des interneurones

GABAergiques en régulant l'activité des protéasethéliales.

A la Ilumiere des résultats précédents, et en martde I'hypothése qu'un
dysfonctionnement vasculaire induit par I'alcool utpecontribuer aux anomalies
neurodéveloppementales du FAS, Léger et coll. ardi€ les effets de l'alcool sur l'activité
endothéliale des microvaisseaux méningés et intiaaax [Léger et coll., 2020b]. D’aprés
les résultats obtenus, I'alcool interagit via l&ewmsculaire endothéliale NMDA/tPA/ MMP-9
et provoque une anomalie de positionnement demgueones dans le cortex murin par un
mécanisme faisant intervenir le récepteur NMDA.t€&tude apporte la premiere preuve
mécanistique et fonctionnelle que l'alcool altelactivité endothéliale régulée par le
glutamate. En comparant plusieurs cerveaux fecetamams témoins avec un cerveau humain
foetal exposé de facon chronique a l'alcool, ontet@sin défaut de positionnement laminaire
des interneurones calrétininergiques dans le cerad@oolise, leur densité étant diminuée

dans les couches corticales superficielles IlHlbh@gmentée dans les couches profondes.
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La tres grande majorité des études scientifiquasapb sur l'alcoolisation fcetale
s’appuie sur des modeéles murins et des étudestrim Viu vu des travaux antérieurement
effectués au sein de I'Equipe sur 'alcoolisatiogtdle et le systeme GABAergique ciblant les
anomalies de la migration vasculaire des intermemgpil nous est apparu nécessaire de
confirmer les données obtenues chez la souris parétude rétrospective a partir d’'une
cohorte de feetus et enfants. Le premier axe daitravdonc été d’étudier I'ontogenése des
interneurones GABAergiques au cours du développenmmal et chez des sujets exposés a
une alcoolisation anténatale, ce d’autant qu’'auquidication n’existe a ce jour. Nous avons
étudié la production des interneurones GABAergiqdass les zones germinatives, leur
densité ainsi que leur répartition dans le cort@éloral. Nous avons tenté de préciser si les
éeventuelles anomalies de positionnement des iniesnes GABAergiques dans le cortex

sont liées a leur incapacité a migrer le long ggsseaux intra-corticaux.

Sachant que les enfants atteints d'un FADS ptésemon seulement des troubles
cognitifs et comportementaux, mais aussi des anematructurales cérébrales, il nous est
apparu intéressant d’étudier le développement degtee oligodendrogliale. En effet, les
conséquences de l'exposition prénatale a I'alagoles cellules gliales n’ont fait I'objet que
de quelques publications, et seraient liées a @iEsd de la survie neuronale responsable
d’anomalies de la cytoarchitecture cérébrale etatmectivité [Wilhelm et Guizzetti, 2016].
Chez I'hnumain, les seules données disponibles aumyeélinisation sont des données
d’'imagerie et concernent I'enfant. Quelques étutiedractographie en IRM ont permis de
détecter des anomalies microstructurales de lataudes blanche pouvant étre a I'origine de
défauts de connexion entre faisceaux et structlgelais comme les noyaux gris centraux
par exemple. Il a été mis en évidence des diff@®msignificatives par rapport a des sujets
controles dans plusieurs zones du cerveau : gehaplénium du corps calleux, cortex
limbique, faisceau corticospinal, faisceau frontaipital inférieur, faisceaux longitudinaux
inférieurs (reliant le lobe occipital au lobe termgdoantérieur) et supérieurs (reliant le lobe
frontal au lobe pariétal), globus pallidus, putameéthalamus. Une réduction de volume de la
substance blanche a également été constatée dgrmufee FADS [Lebel et coll., 2008]. Le
deuxiéme axe d’étude a donc porté sur le développtne la lignée oligodendrogliale afin
de savoir si les anomalies constatées aprées Isamais résultent d’'une anomalie de génération

et/ou maturation des oligodendrocytes, ou si lesralies microstructurales de la substance
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blanche constatées chez I'enfant sont dues a damécanismes. Nous avons réalisé cette
seconde étude en comparant la méme série de cenFsB humains avec les mémes

cerveaux normaux apparies.
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|- Patients

Les cerveaux utilisés dans nos deux études pnoergnde la collection déclarée au
ministére de la Santé Publique et des Solidargékettion n°DC-2015-2468, cession n°AC-
2015-2467) située dans le Laboratoire d’Anatomithélagique du CHU de Rouen. Dans
tous les cas, les parents avaient donné leur ctament pour réaliser des études
neuropathologiques aprés la vérification anatomigffectuée avec l'accord du comité
d’Ethique local conformément aux dispositions régetaires francaises.

I-1- Groupe contrble

Dix-sept cerveaux foetaux et post-nataux contrafgsariés selon I'dge aux cerveaux
de feetus /enfants exposés a I'alcool pendant Issgese et s’échelonnant sur une période de
14 SA a 3 ans ont été sélectionnés. Leurs prilegpaaractéristiques cliniques et
morphologiques sont présentées dans le tableaans §ept cas, une interruption médicale de
grossesse avait été effectuée en raison de la détewde pathologies ou de malformations
autres que cérébrales. Dans deux cas, il s'Tagd'seie mort foetale in utero (MFIU) et dans
six cas d'un déceggser-partumpour lesquels aucune cause n’avait pu étre ideatmhalgré un
examen autopsique exhaustif. De méme, chez les defants 4gés de 6 mois et 3 ans
décédés subitement, aucune pathologie n'avaiteitéuvée et il n'avait été retenu qu’'un
facteur de risque, un couchage en décubitus venl@ak le premier cas et un choc
anaphylactigue dans le second. Dans tous les cétisBnés, le cerveau était
macroscopiquement et histologiqguement indemne dde t@nomalie, en dépit de la
multiplicité des prélévements. Les fcetus interrosnpliez lesquels une anomalie du systéme
nerveux central avait été suspectée en imager@mans de la grossesse, ou les enfants chez
lesquels avait été suspecté un déces de causelogggue par les cliniciens ont été

systématiquement exclus de I'étude.
[-2- Groupe FADS
Dix-sept cerveaux fcetaux et post-nataux s’écheonmle 15 SA a 2 ans et chez

lesquels un FASD avait été diagnostiqué ou suspettété également inclus dans I'étude.
Les caractéristiques cliniqgues et morphologiqueseatecas sont résumées dans le tableau 5.
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Parmi les causes de décés, une MFIU concernaitfoitgs, une IMG pour malformations
foetales avait été réalisée dans huit cas. Deuxsféttient décédés eer -partumet les deux
cas post-nataux étaient décédés d’'une MSIN. Pamdix-sept cas, un RCIU a été objectivé
chez trois d’entre eux (18%). Dans quinze cas (88% dysmorphie cranio-faciale a été
retrouvée, qu'elle soit évocatrice ou caracténgtigd’un FAS (47%). Les Iésions
neuropathologiques consistaient en une microcéplalns 29% des cas, définie par un poids
du cerveau <§*percentile. Des anomalies du SNC autres ou agsoaié microcéphalie ont
éte identifiees dans la moitié des cas : myélongatele avec malformation d’Arnold-Chiari
de type Il, arhinencéphalie, anomalies migratoicemsistant soit en des hétérotopies
neuronales soit en une micropolygyrie en foyerss Disions de type clastique étaient
identifiees dans cinq cas: hémorragie cérébellensessive, nécrose hémisphérique
cérébelleuse, hémorragie intraventriculaire bik&ragénésie septale et gliose diffuse de la
substance blanche. Dans 41% des cas, des anowistiémles associées ont été confirmees:
coelosomie antérieure, hydronéphrose, dilation igyél ou pyélocalicielle unilatérale,
tétralogie de Fallot et brides amniotiques. Enfisns 59% des cas, une alcoolisation au cours
de la grossesse avait été reconnue par la mémgadlssait d’'un alcoolisme chronique
quotidien associé a un binge drinking dans tross (@8%), a une consommation de drogues
illicites dans 59% des cas et de médicaments Héisdes cas.

[I- Méthodes

lI-1- Caractéristiques morphologiques de la cohorte

Dans les deux groupes de patients, une autopsimlete a été réalisée avec le
consentement écrit des deux parents selon des cpleso standardisés incluant des
radiographies, des photographies, un examen magigse et microscopique de I'ensemble
de viscéres et de I'encéphale. L'age réel a éttuéven fonction du poids des organes selon
les abaques de Guihard-Costa et coll. [Guihard&Cast coll., 2002], des données
biométriques squelettiques et du stade de mataraigiologique des différents viscéres. La
croissance cérébrale a été évaluée selon les abdguduihard-Costa et Larroche [Guihard-
Costa et Larroche, 1990] et I'évaluation macrosgo@ide la maturation cérébrale notamment
la gyration a été réalisée selon les données dad'&eess-Higgins and Larroche [Feess-
Higgins et Larroche, 1987]. Apres fixation dans wodution de formol-zinc a 10% pendant
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un a deux mois, de multiples prélevements céréboatiyété réalisés sur les lobes frontaux,
temporaux, pariétaux, et occipitaux, les structunemiques, le thalamus, le striatum, le

pallidum et ses structures associées (noyaux neafulaires de la base). Des coupes a 7um
ont été réalisées a partir de blocs paraffinéslerées par 'hématoxyline-éosine et le Crésyl
Violet, ce qui a permis de confirmer I'absence I&gons cérébrales dans le groupe contréle.
La morphologie des différentes structures cérébrétadiées était en accord avec I'age des

patients.

[I-2- Etudes immunohistochimiques

Les études immunohistochimiques du systeme GABeegont été réalisées sur des
coupes paraffinées de 6um d’épaisseur selon ddscptes standardisés. Les anticorps
utilisés ont été : un anticorps anti-GABA (polycibre lapin, dilué au 1/100; Thermofisher
Scientific, F67403 lllkirch Cedex, france), antikétinine (monoclonal de lapin, 1/100; Life
Technology Invitrogen, Villebon sur Yvette, Franc&lutl (polyclonal de lapin, 1/100;
Dakopatts, Trappes, France), anti-PDGkRpolyclonal de lapin, 1/100 ; Thermofisher
Scientific); anti-Olig2 (polylonal de lapin, 1/20QClinisciences, Nanterre, France) et Ki67
(monoclonal de souris, 1/100; Agilent, les Ulisaifice). Afin d’exposer les sites antigéniques,
un prétraitement au micro-ondes a été effectuaidd’du kit CC1 (Ventana Medical Systems
Inc, Tucson AZ). Les incubations avec [€ dnticorps ont été effectuées pendant 32 min a
température ambiante a l'aide de [lincubateur VeataBenchmark XT. Les
immunomarquages ont été révélés a l'aide du kidékection Ultraview Universal DAB
(Ventana). Une évaluation semi-quantitative du potege de cellules immunoréactives vis-
a-vis de I'anticorps anti-GABA et anti-calrétinidaine part, PDGFRxet Olig2 d’ autre part,

a été effectuée au niveau de la VZ, la SVZ du téphale dorsal et des GE et dans les
différentes couches du cortex frontal. Cette déresiété évaluée comme suit :

- 0 : absence d'immunomarquage ;

- +: <10% de cellules marquées ;

- ++:10 a 25% de cellules marquées ;

- +++ : 25 a 50% de cellules marquées ;

- ++++ : plus de 50% de cellules marquées.
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[I-3- Analyse quantitative du nombre et de la densé d’interneurones

GABAergiques dans le cortex frontal

Les images ont été acquises et enregistrées praffdriff a 'aide d’un microscope
Leica DMI 6000B. Ells ont ensuite été traitées adeé du logiciel Mercator et les régions
d’intérét (ROIs) ont été dessinées. Dans chaque Rl trame de comptage a été utilisée et
un seuil a été établi afin de différencier lesudel immunoréactives du bruit de fond. En
utilisant un outil de segmentation, le nombre airé cumulée des objets ont été calculés,

permettant d’obtenir le nombre de cellules et Brnsité.

[I-4- Analyse de la migration vasculaire dans la @que corticale par microscopie
confocale

Des doubles immunomarquages ont été realisésda ke I'anticorps anti-GABA ou
anti-calrétinine et d'un anticorps anti-GLUT1. Demticorps fluorescents conjugués
Alexafluor-488 et -592 ont été utilisés (MolecuRmobes, Eurogene, Or, USA). Apres trois
rincages en PBS, les lamelles ont été montées dansnilieu contenant du DAPI
(Vectashield ; Vector laboratories, CambridgesHii€). Les images ont été acquises a l'aide

du microscope confocal laser TCS SP2 AOBS (Leicarddiystems, Wetzlar, Germany).
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Tableau <: Age gestationnel ou age post-natal et causegcesdles cas contrbles

Cas Terme Maturation IMG Cause du déces
cérébrale*
1 15 SA 14 SA Oui Canal atrio-ventriculaire
2 16 SA 16 SA Oui Myéloménongocele isolée
3 22 SA 20 SA Non MFIU
4 22 SA 22 SA Oui Uropathie obstructive
5 24 SA 24 SA Non MFIU
6 26 SA 26 SA Oui Microphtalmie bilatérale héréditai
7 28 SA 28 SA Oui Arthrogrypose distale sévére
8 30 SA 30 SA Non Déces par procidence du cordon
9 32 SA 32 SA Oui Malformation cardiaque complexe
10 34 SA 34 SA Oui Suspicion d ‘hypoplasie vermienna confirmée
11 35 SA 35 SA Non Anasarque non immune
Déces emper-partum
12 36 SA 36 WG Non Agénésie rénale bilatérale
Tétralogie de Fallot
Décés emost-partummmeédiat
13 36 SA 36 SA Non Cardiomyopathie dilatée
Décés a J2
14 37 SA 37 SA Non Grossesse normale
Déces empost-partummalgré la réanimation
Absence de Iésions foeto-placentaires
15 39 SA 39 SA Non Mort eper-partum
Rupture d'un vaisseau placentgmaevia
16 Aterme 3 mois Non Pas de lésions a l'autopsie
17 A terme 3 ans Non Choc anaphylactique

IMG: Interruption médicale de grossesse; MFIU: Méottale in uterg SA: Semaines

d’aménorrhée

* selon les criteres morphométriques de Guihardi&€asd Larroche
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Tableau 5: Principales caractéristiques cliniques et molgdiques des foetus et enfants exposés a une alatboh maternelle au cours de la

grossesse
Cas Age Cause Poids Dysmorphie Poids  du Anomalies Anomalies Consom- Co-morbidités
(SA) dudéces du corps cranio-faciale cerveau viscérales cérébrales mation maternelles
maternelle
1 16 IMG 25™ Philtrum peu visible 50" Coelosomie Non Chronique*  Héroine
percentile  Oreilles bas implantées percentile antérieure Méthadone
‘ Microretrognathisme 158¢g
2 20 IMG 10°m Hypoplasie malaire 25°m¢ Non Non Chronique  HIV,
Détresse percentile  Nez court percentile et Binge Hépatite C
maternelle Facies plat 39.34¢g drinking* Multi-drug
‘ ‘ addiction
3 22 IMG <3me DFC FAS <<8m Hydro- Microcéphalie Chronique **  Psychose
Malformation  percentile percentile  néphrose Arnold Chiari Il Valproate
De Chiari RCIU 45.65¢9 Myéloméningocele
4 22 IMG 3Fme Philtrum peu visible 50" Non Non Chronique  Psychose
Détresse percentile  Oreilles bas implantées percentile (262 g/j) **  Valproate
maternelle RCIU Microrétrognathisme 63.5¢ psychotropes
Augmentation
‘ ) VGM
5 22 IMG 50" Philtrum peu visible 50" Dilatation Non Chronique  Multi-drug
Détresse percentile  Microrétrognathisme percentile  pyélo-calicielle quotidien* addiction
maternelle 63.219 unilatérale Valproate
6 24 IMG NC DFC FAS 50m NC Micropolygyrie Chronique ** Cocaine
Brides percentile Anomalies
amniotiques 759 migratoires
Hypoplasie vermis
Nécrose hémisphel
cérébelleux
7 24 IMG 50" DFC FAS 5§™ NC Arhinencéphalie Chronique **  Addiction au
Agénésie percentile percentile cannabis
septale 100.3g
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10

11

12

13

14

15

26

27

30

29

31

31

33

37

Fausse couch&0™™
spontanée percentile
Prééclampsie 10°™
Déces a J10 percentile
MFIU 10°me
Abruptio percentile
placentae
MFIU geme
Cardiopathie  percentile
MFIU 3°eme
Prééclampsie percentile
RCIU
IMG 50°me
Agénésie percentile
septale
MFIU 50°me
percentile
Intoxication
alcoolique aigue
(Détresse
maternelle)
MFIU 25me
percentile

Philtrum peu visible
Oreilles bas implantées
Microrétrognathisme
DFC FAS

Non

Narines antéversées
Nez pointu

Anomalies des oreilles
Philtrum peu visible
Microrétrognathisme
Anomalies des oreilles
Rétrognathisme

DFC FAS

Non

Philtrum peu visible
Microrétrognathisme

50éme
percentile
133649
§me
percentile
109 ¢

SGme
percentile
211 g

5éme

percentile

178 g
3éme

percentile
197.05¢g

56me
percentile
234 g

50‘eme
percentile
348.15¢

<3*™percentile
248 g

Dilatation
Pyélique
unilatérale
Non

Non

Tétralogie
de Fallot

Non

Non

Inhalation
amniotique

Non

Non

Microcéphalie
Hémorragie
cérébelleuse
massive
Hémorragie intra
ventriculaire
bilatérale

Non

Non

Agénésie septale

Astrogliose
diffuse

Chronique **

Chronique **

Chronique
guotidien*

Chronique
guotidien**

Chronique
quotidien*

Chronique
et Binge
drinking*

Chronique
et Binge
drinking*
(4.98 g/L)

Hétérotopies neuronales Chronique

Microcéphalie

et Binge drinking**

NC

NC

Addiction au
cannabis
Hypothyroidie

Augmentation
VGM et GGT

Augmentation
VGM et GGT

Cannabis

Multi-drug
addiction
Augmentation
VGM et GGT
Un enfant
vivant FAS

Addiction a
I'héroine
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16 3 MSIN geme DFC FAS 5@™ Inhalation lactée oedéme cérébral chronique * Addiction  au

MPN percentile percentile cannabis
‘ 6339
17 22 MSIN 50" DFC FAS NC Edeme Non Chronique  NC
MPN percentile pulmonaire guotidien*

DFC FAS: Dysmorphie cranio-faciale de la séqueriegpbsition a l'alcool ; GGT y-glutamyl transférase ; IMG : Interruption médicale
grossesse ; MFIU : Mort foetala utero; MPN : Mois post-natal ; NC : Non communiqué ; IRC retard de croissance intra-utérin ; SA:
semaines d'aménorrhée ; VGM : Volume globulaire emy * : consommation d’alcool affrmée par la mgré : consommation d’alcool

suspectée cliniquement ou rapportée par I'entourage
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Prenatal alcohol exposure is a leading cause

of interneuronopathy in humans
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Running title: Foetal Alcohol Syndrome and interneuronopathy

Abstract

Alcohol affects multiple neurotransmitter systemestably the GABAergic system and has
been recognised for a long time as particularly aiging during critical stages of brain
development. Nevertheless, data from the literatineemost often derived from animalior
vitro models. In order to study the production, migmatmd cortical density disturbances of
GABAergic interneurons upon prenatal alcohol expesu we performed
immunohistochemical studies by means of the pmalifen marker Ki67, GABA and
calretinin antibodies in the frontal cortical platé 17 foetal and infant brains antenatally
exposed to alcohol, aged 15 weeks of gestatior? tpadtnatal months and in the ganglionic
eminences and the subventricular zone of the deetaicephalon until their regression, i.e.,
34 weeks’ gestation. Results were compared witketabtained in 17 control brains aged 14
weeks of gestation to 35 postnatal months. Wefalsgsed on interneuron vascular migration
along the cortical microvessels by confocal micopgcwith double immunolabellings using
Glutl, GABA and calretinin. Semi-quantitative angaqtitative analyses of GABAergic and
calretininergic interneuron density allowed us tentify an insufficient and delayed
production of GABAergic interneurons in the ganglm eminences during the two first
trimesters of the pregnancy and a delayed incofijporanto the laminar structures of the
frontal cortex. Moreover, a mispositioning of GAB&& and calretininergic interneurons
persisted throughout the foetal life, these cedi@ located in the deep layers instead of the
superficial layers Il and Ill. Moreover, vascularigmation of calretininergic interneurons
within the cortical plate was impaired, as refleickgy low numbers of interneurons observed
close to the cortical perforating vessel walls tinady in part explain their abnormal

intracortical distribution. Our results are glolyationcordant with those previously obtained
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in mouse models, in which alcohol has been showindoice an interneuronopathy by
affecting interneuron density and positioning withhe cortical plate, and which could
account for the neurological disabilities obsenmedchildren with foetal alcohol disorder

spectrum.

Introduction

The mammalian neocortex contains two major clasesurons, projection and local
circuit neurons: projection neurons which contdia excitatory neurotransmitter glutamate,
and local circuit neurons which are mainly inhibgt@nd contain the neurotransmitter GABA
(y-aminobutyric acid). GABAergic interneurons (INshieh represent between 25 and 30%
of cortical neurons [24, 64] derive from progenit&lls located in the ventricular (VZ) and
subventricular zones (SVZ) of the ventral telenedgh including median, lateral and caudal
ganglionic eminences (MGE, LGE and CGE), as wellfrasn the preoptic, preoptic-
hypothalamic and septal areas. In humans, thejimohas been a matter of debate for a long
time, and over the last 20 years some authors heperted that contrary to rodents, a
proportion of INs in humans could arise from thesabtelencephalon [22, 30, 42, 67]. But it
is now well admitted that the majority of INs inirpates including humans originate in the
ganglionic eminences (GE) [1, 20, 34]. GABAergic $Necification within the GE is linked
to the expression of transcription factors encoloed set of regulatory genes suchDisl
(Distal less homeobox gen®)Ix2, Ascll(Achaete-scute family bHLH transcription factor 1)
formerly known asMashl Gsxland Gsx2(Genetic-Screened Homeobox 1 and 2) [32, 59].
The emergence of morphological and functional IMedsity is related to the spatial and
temporal specification of progenitor cells accogdia additional transcriptional programs that
are either intrinsically encoded or activated bigiiactions with the local microenvironment
[31]. Two lineages of neocortical GABAergic INs sii The first expresses DIx1/2

transcription factors, and represents 65% of ne¢mabiGABAergic neurons, originating from
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Ascll expressing progenitors. The second lineadectwexpresses DIx1/2 but not Ascll,
forms around 35% of GABAergic INs [2, 43]. In roderDIx1/2, Nkx2.1, Lhx6, Lhx@nd
ARXpatrticipate in the control of GABAergic IN produmti and migratiorl5].

GABAergic INs arising from the MGE and CGE migrafellowing tangential
migratory routes parallel to the brain surfacenttierough the marginal zone to enter the
cortex at early stages, through the intermedidbeksutricular zone and subplate at later
stages, and finally migrate radially to their fir@dsition in the appropriate cortical layers.
Migration has been shown to be regulated by motogéactors [38], by non-classical
microtubule associated proteins [4] and by eithemeoattractive or repulsive molecules [35,
36, 37, 61]. During the migration process, INs progressively uaa their characteristic
morphology as well as their molecular, biochemarad synaptic properties. IN incorporation
into the laminar structures of the cortical plass been shown to be controlled, at least partly,
by pyramidal neurons [66].

More than 20 different types of inhibitory INs leabeen described in the murine
neocortex and hippocampus [56] and are dividedseteral classes and subclasses according
to their morphology, their potential transcriptibrgimilarities and to selective marker
expression. Three major classes are recognizechdigggeon parvalbumin, somatostatin and
serotonin receptor 3a (Htr3a) expression [Bd§ expressing Htr3a comprise bipolar INs co-
expressing calretinin (CR), as well as single beuqells, interstitial or multipolar neurons
and basket cells which co-express cholecystikinlasointestinal peptide, reelin, or
neuropeptide Y [reviewed by 31].

The main functions of GABA-mediated neurotransnoissconsist in synchronizing
neuronal networks by modulating cortical outputnteolling neuronal excitability and
information processing as well as neuronal plasti@]. In the developing rodent brain, this

neurotransmitter is excitatory which could be exp#d by a higher intracellular concentration
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in chloride ions at early developmental stages T8 switch from excitatory to inhibitory
function occurs between the second and seventingtestlay, equivalent to thé" Zrimester

of gestation in humans [7]. In the perinatal humancortex and hippocampus, this excitatory
action could play an important role in controllingeveral processes including cell
proliferation in the germinative zones, post-mitotneuroblast migration and cell
differentiation, and may transiently regulate nemaagrowth and dendritic maturation before
synaptogenesis [9, 33, 65].

Aberrant development and function of GABAergic teyss in humans have been
implicated in various pathologies. In the most sew@ses, an almost absent development of
the GABAergic system causes a particular formssddncephaly, the XLAG [10]. A failure of
GABAergic system inhibitory functions has been iogled in the genesis of epilepsy in
focal cortical dysgeneses, GABAergic synapses neimgioperative but with a shift from
inhibitory to excitatory actions [17]. In pretermfants with white matter injury, in addition to
oligodendrocyte loss, axonal disruption and exeessipoptosis, Robinson et al. found a
significant decrease of GABAergic neuronal expasswith a loss of GABAergic subplate
neurons responsible for cortical deficits [49]. GABisturbances have also been implicated
in a number of autism spectrum disorders of knowigio such as Fragile X and Rett
syndromes [11], and in the human adult brain, GAB#econtaining INs have been shown
to be deficient in the frontal and cingular cortiad# schizophrenic patients [44].

Recently, Smiley et al. also identified a selextieduction in GABA INs using a
murine model of Foetal Alcohol Spectrum disordeA$P) [55]. In uteroalcohol exposure
has damaging effects on brain development andsoresible for severe neurodevelopmental
disabilities leading to long-term behavioural de$ic[3, 6]. The most severe end of the
spectrum is Foetal Alcohol Syndrome (FAS) whichclgracterized by intra-uterine and

postnatal growth retardation, typical craniofaciggmorphism, central nervous system (CNS)

128



structural anomalies as well as behavioural andawegnitive deficits [25, 48]. For these
reasons, most studies have focused on neurons laldcglls to study the mechanisms
involved in the deleterious effects of alcohol amib development [26, 62]. Other studies
have reported thah utero alcohol exposure affects brain angiogenesis itiquéar cortical
microvessel organization in both mouse and humatuges [16, 23, 27, 60]. It has also been
reported that some nerve cell types, notably GAB#eiNs require brain microvessels to
properly migrate toward the cortical plate [33,.63]

GABAergic IN production, migration as well as tgpaphical distribution in the brain
can be studied using immunohistochemical technidpgesed on the fact that a substantial
proportion of GABAergic INs co-express calcium kbingl proteins, in particular CR which
acts as a buffer for modulating intracellular cahcitransients [13]. Thus, the recent advances
in understanding the physiopathology of FASD led ts perform a detailed
immunohistochemical study using GABA and CR antibedin the foetal and postnatal
human forebrain of FASD and controls, from 14 WGtlioee years of age, in order to
compare the spatio-temporal distribution of GABAergystems and to confirm vascular

migration anomalies previously identified in FAS@lent models.

Patients and methods
Patients

The brains used in this study belong to the catbactvhich has been declared to the
French Ministry of Health (collection number DC-#02468, cession number AC-2015-
2467, located in A. Laquerriere’s Pathology Labomgt Rouen University hospital, France).
For all selected cases, the parents gave theireabrier neuropathological studies of the
foetuses or infants following autopsy performedagreement with the local ethic committee

and in accordance with the French law.
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Seventeen foetal and postnatal age-matched cdartamls ranging from 14 WG to 35
postnatal months were selected for the presentystadd whose main clinical and
morphological characteristics are presented in @dblin 7 out of the 17 cases, a medical
termination of the pregnancy (TOP) was achievedpfthologies/malformations other than
cerebral. Two out of the 17 cases weraiterofoetal death (IUFD) with no found cause and
6 out of the 17 cases were perpartum or immediasgprtum death with no found reason or
with a cause other than cerebral. The two childagad 3 months and 35 months died of
prone position sleep and anaphylactic shock, réisede In all cases, the brain was
macroscopically and microscopically free of detblgaabnormalities. Patients who had been
suspected of central nervous system anomalies diyiaofy from neurological causes were
systematically excluded.

Seventeen foetal and postnatal FASD brains ranfimg 15 WG to 22 postnatal
months were also included in this study. Detailkdical and morphological characteristics
are presented in Table 2. Causes of death were ibBzases, TOP for foetal malformations
in 8 cases, post-natal early death in one casesadden infant death syndrome in the two

post-natal cases.

Methods

In each control and FASD patient, a complete aydpad been performed with the
written consent of the parents and according amdsrdized protocols including X-rays,
photographs, macroscopical and microscopical exatmm of all viscerae and brain.
Developmental age was evaluated by means of orgaghtg [19, 51], skeletal measurements

and by the histological maturational stages ofdifferent viscera.
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Neuropathological studies

Brain growth was evaluated according to the dgatef Guihard-Costa and Larroche
[18]. Macroscopic evaluation of brain maturation, particular gyration, was performed
according to the atlas of Feess-Higgins and Laeod#]. After fixation in a zinc-10%
formalin buffer solution for at least 1 month, selebrain sections were obtained from
frontal, temporal, parietal, cingular and occipitalrtices including the calcarine fissure, as
well as limbic structures, and basal ganglia intclgdhalamus, striatum, pallidum and their
related structures. Seven micrometer paraffin emdedsections were stained using
Haematoxylin Eosin H&E and Cresyl Violet, which neail possible to confirm the absence
of cerebral lesions. The morphology of all differdmain structures studied was consistent

with the patients’ ages.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical analyses of GABAergic systemarewcarried out on 6-
micrometer sections obtained from paraffin-embed@dedording to standardized protocols
using antisera directed against GABA (Rabbit pagel, diluted 1/100; Thermofisher
Scientific, F67403 lllkirch Cedex, france); CR (b#b monoclonal, diluted 1/100; Life
Technology Invitrogen, Villebon sur Yvette, Frand8jutl (Rabbit polyclonal, diluted 1/100;
Dakopatts, Trappes, France) and Ki67 (mouse monakladiluted 1/100; Dakoppatts).
Immunohistochemical procedures included a microwaeetreatment protocol to aid antigen
retrieval (pre-treatment CC1 kit, Ventana Medicgst®ms Inc, Tucson AZ). Incubations
were performed for 32 minutes at room temperatwsmguthe Ventana Benchmark XT
system. After incubation, slides were processedanbgans of the Ultraview Universal DAB
detection kit (Ventana). Semi-quantitative analygi&SABA and CR INs in the germinal and

intermediate zones as well as in the different sy the frontal cortex was evaluated as
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follows: 0: no cell labelled; +: very few cells klked (less than 10% of cells); ++: some cells
labelled (10-25%); +++: a relatively high proportiof cells labelled (25-50%) anth++:

most of the cells of the structure are stronglyelega (>50%).

Quantitative analysis of GABAergic cortical inteunen number and density

Quantitative analyses of GABA were carried outthe frontal cortical plate in 15
cases including 8 FASD aged 26 WG to 3 post-natahths. Quantitative analyses of CR
were performed in the same cortical area in 11scasguding 5 FASD aged 20, 24, 30, 33
and 37 WG. For measurements of GABA and/or CR pesiell density in the cortical plate,
images were acquired and saved in TIFF format usirigeica DMI 6000B microscope.
Images were subsequently opened in Mercator satwad regions of interest (ROIs) were
drawn. Afterwards, a counting frame was definechinithe ROI and a threshold was set in
order to differentiate immunoreactive cells frone thackground. By a segmentation process,
the computer calculated the number and the cuntulatea of objects corresponding to

immunoreactive cell somata within the ROI, yieldiogll number and cell density per*10

unt.

Confocal analyses of interneuron migration in tbdical plate

For confocal analyses, double immunolabellingsewssrformed using GABA or CR
and Glutl antibodies in the frontal cortex at eathges from 14 to 20 WG, and at late stages
from 33 to 37 WG. Fluorescent-conjugated antibodiexafluor-488 and -592 were obtained
from Molecular Probes (Eurogene, Or, USA). Aftegéntle washes in a phosphate buffer
solution, coverslips were mounted in DAPI-contagniWectashield (Vector laboratories,
Cambridgeshire, UK) and images were acquired whid lteica laser scanning confocal

microscope TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems, Wet@armany).
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Statistical analyses
Statistical analysewere performed using the GraphPad Prism softwane sQuare test was
used to compare the intrinsic distribution of CRsifige cells in cortical plate between FASD

and control brains at 24 and 30 WG.

Results

FAS patients’ clinical and morphological characterstics

Among the 17 cases exposed to alcohol, 3 (18%)rteal uterine growth retardation
(IUGR). All but 2 cases (88%) had cranio-facial miggphism which was characteristic of
FAS in 7 of the cases (47%), associating an eleagahd narrow forehead, short palpebral
fissures, hypo- or hypertelorism and epicanthusjfase hypoplasia, a short nose with a
broad nasal bridge and anteverted nostrils, indifige nasolabial folds, smooth and
prominent philtrum, thin vermillion border and nognathia. Five cases (29%) had
microcephaly (brain weight below th& Bercentile). In 9 cases (53%) other CNS anomalies
were identified: myelomeningocele with Chiari 1l Hieamation, arhinencephaly, migration
abnormalities consisting either in polymicrogyria peuronal heterotopias and vermis
hypoplasia. Clastic lesions consisted of massiveebsdlar haemorrhage, cerebellar
hemispheric necrosis, bilateral intraventricularerarrhage, septal agenesis, diffuse
astrogliosis and brain oedema. Five cases (29%) asasdciated visceral malformations:
anterior coelosomia, renal hydronephrosis, uniddteelvic dilatation and tetralogy of Fallot.
Amniotic fluid inhalation and isolated pulmonarydeena were diagnosed in 2 cases.

In 10 cases, alcohol intake was self-reportednieymother (59%), consisting in daily
chronic alcohol intake, associated with binge drnigkn 3 cases. In the other 7 cases (41%),

maternal alcohol intake was clinically suspectetbeading to the criteria established by Riley
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et al. or reported by the family environment [4BJvelve mothers (71%) had co-morbidities
consisting of multidrug addiction or antiepileptitugs or psychotic traits. Among the 7 cases
in which alcohol intake was suspected, 1 case W&l dfraniofacial dysmorphism, IUGR and
microcephaly with additional CNS anomalies; 1 daae FAS cranio-facial dysmorphism and
microcephaly and 1 case had cranio-facial dysmerphiesembling the FAS dysmorphism
associated with IUGR. Among these 7 cases, 2 ha8 @hmalies with FAS craniofacial
dysmorphism; 1 of which had craniofacial dysmorphisesembling the FAS (maternal
alcohol intake reported by close relatives). Onsechad FAS craniofacial dysmorphism,
microcephaly and CNS anomalies and 1 case had ceghaly with CNS anomalies and

craniofacial dysmorphism reminiscent of FAS, altfjomot characteristic.

Semi-quantitative and quantitative analyses of GABA Calretinin and Ki67
immunohistochemistry

Semi-quantitative analyses concerning the developah@atterns of GABA and CR
immunoreactivities in the GE, cortical VZ/SVZ antbrital cortical plate of FASD and
controls are detailed in supplementary Tables 1 Zrahd summarized in Fig.1l. Detailed

results obtained from quantitative analyses arsgmted in supplementary material 1 and 2.

GABA immunohistochemistry

During the early foetal period (14-16 WG), cortié@hBAergic IN density was only
slightly diminished in FASD in comparison with cooitcortical plates through which they
were migrating along the perforating cortical migssels from the transient subpial granular
cell layer (SGL) (Fig. 2a and 2b). However, GABAnAmanoreactive INs were drastically
reduced in the cortical VZ/SVZ (Fig. 2c and 2d) ahé GE of FASD (Fig. 2e and 2f),

reflecting a delayed migration toward the corti§&Z from the GE where they appeared to
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be insufficiently generated. At mid-gestation (2@, and 24 WG), a developmental stage in
which there is normally a large production of cmati interneurons, very few GABA-
immunoreactive INs were observed, dispersed inctivéical plate (Fig. 2g and 2h), in the
cortical SVZ (Fig. 2i and 2j), as well as in the @Hg. 2k and 2l), thus confirming our
observations at earlier stages in FASD brains. B\eg similar abnormalities were noted in
the 3 FASD brains aged 22 WG, and in the 2 FASInbraged 24 WG. The low density of
GABAergic INs was correlated with very low Ki67 fiferation indices in the GE in
comparison with control brains (Fig. 2m-2r), confing a defect in the generation of neurons
at these stages. As projection neuron productiadhencortical VZ/SVZ ceases from 26 WG
and there is no more enrichment in glutamatergigrores in the cortex, GABAergic IN
density tended to be similar to that observed mtrod brains, without any overt increase in
the GE up to 34 WG, a developmental stage when I§Eiglogically regress. But some cells
remained immunolabelled in the GE and the cortis¥Z, likely corresponding to IN

intermediate progenitors.

Calretinin immunohistochemistry

In both FASD and control layer |, Cajal Retziudilsavere positive for CR antisera,
along with the superficial tangential fibre networkhis immunoreactivity was observed
throughout foetal life and decreased from 38 WQhva loss of positivity at 3 post-natal
months. Additional small rounded neurons locatedhm molecular layer corresponding to
pioneer neurons were also observed 14 WG onwandghd intermediate zone, dispersed
migrating CR-positive INs were observed at all depmental stages until birth and just
below the cortical plate, dispersed CR-positivdscebrresponding to subplate interneurons

were noted until birth.
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In the cortical plate, CR-positive INs were obsehin all layers from 14 WG and
between 14 and 16 WG, and no obvious differences wéserved between FASD and
controls in the GE, cortical VZ/SVZ and corticahfd. But whereas a significant production
in the GE and migration of CR INs in the cortical/8VZ was observed from 18 WG in
controls, they were less numerous in the cortitatiep(Fig. 3a, 3b and 3c), VZ/SVZ and GE
of FASD brains at 20, 22 WG and 24 WG. Quantitatimalysis of CR INs performed on two
FASD foetal brains at 24 WG confirmed that CR-pesitcell density was lower in the
cortical plate. It also revealed mispositioningtieése cells which were haphazardly located
within the different layers and predominated in teepest layers instead of being mainly
located in the upper layers of the cortical pldim.(3d and 3e). A chi-square comparison of
the intrinsic distribution of CR-positive cells gortical plate showed that the two 24 WG
FASD brains significantly differed (Chi22.35 and 20.27, df 4, p<0.0005) from the control
brain (Fig. 3f). These results were further conédrat 30 WG, i.e., lower global cell density
in the cortical plate, still predominating in theegp layers of the cortical plate in case of
FASD (Fig. 4a-e), with a significant difference Wween FASD and control (Fig. 4c,
Chi*=21.25, df 4, p<0,0005Besides, from 26 WG the production of CR INs alstofved
that of GABA in the germinal zones except for twoadl peaks of production observed at 26
and 30 WG in the GE and VZ/SVZ of FASD brains (Fidi). Similar anomalies were
identified in the cortical plate of the FASD brah37 WG compared to 5 control brains aged
35 to 39 WG. In the 2 FASD post-natal cases, CRWNsge still misplaced in the deepest
cortical layers and appeared more numerous thémeircortex of age-matched controls (Fig.
5). Since differences between FASD and control-pasil brains were obvious, quantitative

and statistical analyses were not performed ireticases.
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Confocal analyses of vascular interneuron migrationn the cortical plate

Close to the pia, we also observed CR-positiveareuon the surface of the cerebral
hemispheres, which correspond to the migration 8B&ergic INs from the GE to the
olfactory bulb via the rostral migratory streamerihto the marginal zone to form the SGL
also named Brun layer. About 50% of these cellsiciwtare known to migrate into the
underlying cortex, were calretinin-immunoreactived avere observed both in FASD and
control brains until 26 WG [39]. Before mid-gestatj no migratory abnormalities of
calretininergic INs along the perforating microw&ssof the cortical plate were identified. But
at later stages, in particular between 33 and 37, WiScular migration was affected in the
cortical plate of FASD foetuses, in which the mayoof CR-immunoreactive INs remained
at a distance from the vessels, contrary to catmhere CR-positive INs were found in
close contact with the vessels in all layers (lBigand supplementary Fig. 1). Moreover, as
previously reported [23}he physiological predominant radial organizatiénhe vasculature

was markedly altered.

Discussion

This study allows to confirm that GABA and CR imteurons are generated early
during the foetal period with an intense interneugeneration within the GE from 18 WG
followed by a progressive extinction by 30 WG, dstent with previous studies [57; 67].
Interestingly, the CaBP marker CR displayed a dyoaexpression, as it reached a peak
between 20 and 38 WG and decreased afterwardsesimgthat transient expression of CR-
positive neurons could exert precise functions rdurspecific developmental events, in
particular during neuronal migration [58]. The m&allmarks of FASD interneuronopathy
consisted ima delayed generation of GABA INs expressing cainetivhich started from 24

WG instead of 18 WG and resulted in an inadequateber of INs, i.e., insufficient in the
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cortical plate until birth, in excess after birtlg well as in a failure to integrate themselves at
their appropriate location within the different éag according to an inside-out pattern. These
anomalies in cell density were always associatetth &i mispositioning of calretinin INs
located in the deepest layers in FASD whereas teye mainly located in the superficial
layers in controls, as previously described [46]hds been postulated that in humans, the
location of CR INs in the upper cortical layerdI{I) might play a role in cortical circuit
formation necessary for higher brain functions,abbt abstract thinking and language [46]
which could partly explain the neurocognitive amdhévioural deficits observed in FADS.

To our knowledge, no study concerning the effe€lanhol during human or rodent
brain development has focused on GE. Neverthetdsgjes on the effects of alcohol on
VZ/SVZ of the dorsal telencephalon in a murine marfecultured radial glial cells and in
murine embryonic cerebral cortices revealed thautero ethanol exposure impairs cell
proliferation and results in a decreased productadn neurons and astrocytes [50].
Telencephalic cultures obtained from ethanol-tictatds displayed a reduction of actively
dividing radial glia progenitors, and neurospheyemation assay showed a reduced number
of multipotent progenitor cells in cultures isokhtieEom ethanol-treated rats. More recently,
usingin vivo andin vitro mouse models, it has been demonstrated that dlbofders basal
progenitor proliferation in the SVZ by interferingth the cell cycle at G1-S transition from
early development [47]. From these observationsmight be suggested that a similar
mechanism occurs in the GE, which could explainecdgfe/delayed production of
GABAergic INs during foetal life and even microcephdue to alcohol-induced teratogenic
effects on germinative zones. Brain growth failmt@ch is the most frequent brain structural
anomaly could also be related to alcohol-inducedraepoptosis which was first reported 20
years ago by Ikonomidou et al. who showed thaptie@poptotic effects of alcohol mediated

by both extrinsic and intrinsic pathways were miked by NMDA blockers and GABA
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receptor modulators and peaked at P7 in rats, wtachesponds to 34-38 WG in humans
[21]. Since then, it has been shown that nearlyyakks of neurons including INs are affected
by this process.

Several studies have suggested that in rodentsnaokeys, the defects in the
numbers of GABA cortical IN and in their positiogim the cortex of FADS patients resulted
from impaired migration but data remain contradigtand this could be partly due to the
plethora of alcohol exposure schedules and anin@efs used. Upon alcohol exposure,
fewer GABA INs and more particularly in layers halll have been reported in the somato-
sensory cortex of guinea pigs and monkeys [5, 48fssting that late born interneurons are
susceptible to alcohol exposure. Conversely, ostdies reported an increased density of
GABA INs in mouse prefrontal cortex, which was iatited to enhanced tangential migration
[12, 54]. It is recognized that tangential migratis largely controlled by GABA signaling
and that a reduction in ambient GABA results in iager migration of GABA INs which
express GABA, GABA; and GABA: receptors and are a target of alcohol [53]. Onother
hand, alcohol has been shown to potentiate GABAated signaling by increasing GABA
release and GABAreceptoractivity with subsequent premature migration. Adtog to
Skorput et al., INs of layer V are particularly siiwe to alcohol which could explain
increased migration to this layer [54]. Otherwi#id, migration depends on neurotrophic
factor activity which regulates the tangential raiggn mode, such as BDNF, GDNF and
HGF which play a crucial role in the dispersion apgropriate location of INs arising from
the GE in the dorsal telencephalon [45]. Basicolibest growth factor stimulates the
generation and differentiation of CR INs, and iffe&s are enhanced by retinoic acid which
plays an essential role in stem cell differentiateond development and is a major target of

alcohol [41, 52].
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Migration and positioning of GABAergic INs in theortex is also controlled by
cortical microvessels [63] and it has previouslgrmeemonstrated that cortical angiogenesis
in foetal human brains is impaired by antenatabladt exposure [23, 27]. In the present
study, we observed that a significant proportionG#BAergic/CR INs were located at a
distance from cortical vessels from the beginnifighe third trimester of gestation which
could also explain IN mispositioning in FASD brair®ecently,Léger et al.reported that
during normal neurodevelopmemfutamate stimulates activity of the endotheliabtpases
MMP-9 and t-PA along the pial and radial corticaicravessels. They showed that t-PA
invalidation andin vivo administration of a MMP inhibitor resulted in agpositioning of
GABA INs which were missing in the superficial c¢oal layers supporting the fact that
glutamate,via its t-PA-dependent endothelial NMDA receptor, cols vessel-associated
migration of GABA INs by regulating endothelial pease activity [28]. Furthermore, these
authors provided for the first time mechanistic dadctional evidence that updn utero
exposure, alcohol impairglutamate-regulated activity of pial microvesselad alN
positioning by altering metalloproteinase activifrom these results, it could be suggested
that alcohol-induced endothelial dysfunction mayntdbute to ectopic cortical GABAergic

IN positioning observed in the present FASD cag6% [

Conclusion
This study provides further evidence that alcoHtdcis the GABAergic system in humans

from early foetal life by impacting on critical gies of brain development and thus inducing
an interneuronopathy. Semi-quantitative and quatité analyses of GABAergic and
calretininergic interneuron density allowed us tentify an insufficient and delayed
production of GABAergic interneurons in the ganglm eminences during the two first
trimesters of the pregnancy, a delayed incorpamnatito the laminar structures of the frontal

cortical plate and a mispositioning of GABAergicdanalretininergic interneurons which
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persisted throughout the foetal life. Moreover, cudar migration of calretininergic
interneurons within the cortical plate appearedoatmal, as reflected by low numbers of
interneurons observed close to the cortical petiftyavessel walls that may in part explain
their abnormal intracortical distribution. Our résuare globally concordant with those
previously obtained in mouse amdvitro models, in which alcohol has been shown to induce
an interneuronopathy by affecting interneuron dgnand positioning within the cortical
plate, and which could account for the cognitivd Behavioral disabilities as well as epilepsy

observed in children with foetal alcohol disordpectrum.
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SVZ: Subventricular Zone

TOP: Medical Termination of the Pregnancy
VZ: Ventricular Zone

WG: Weeks of Gestation
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Figure legends

Fig. 1 Schematic representation of GABA and CR coaining interneurons in the GE,
VZ/SVZ and in the cortical plate of FASD and contrd brains during foetal and post-
natal life

(a) Evolution of GABA interneuron density in the GEdaNZ/SVZ obtained from semi-
quantitative immunohistochemical evaluation. Thetigal dotted line indicates the stage
from which no significant differences between FASR controls were observed (26 WG).
Between 20 and 26 WG, an intense generation of GABé#itive cells was observed in
control brains

(b) Evolution of CR interneuron density in the GE aw@d/SVZ obtained from semi-
quantitative immunohistochemical evaluation. Thetival dotted line indicates the stage at
which no significant differences between FASD amahtmls were observed (24 WG).
Between 20 and 24 WG, an intense generation of @ipe cells was observed in control
brains and after 24 WG, two smaller peaks of pridocwere observed in FASD brains
indicating a production delay of two months

(c) Evolution of cortical density in GABA interneurorBefore 26 WG, cortical interneuron
density was lower in FASD, from 26 WG to birth, nmajor differences were observed
between FASD and controls. After birth, corticahgiéy was slightly increased in FASD

(d) Evolution of cortical density in CR interneuronsef8re birth, the density of CR
interneurons was constantly lower in FASD corticeish a reverse pattern after birth,

indicating a delayed settling of CR interneuronghie cortex of FASD.

Fig. 2 GABA and Ki67 immunohistochemistry in the brins of FASD and controls at early
developmental stages and at mid-gestation

Similar GABA interneuron density in cortical platd FASD and controls at 14-16 WG
migrating along the perforating microvessels intidaby arrows &, b) [OM x 200],
contrasting with the low number of GABA interneusoim the VZ/SVZ €, d) [OM x200],
and in the GE in FASD compared to control braiasf{ [OM x100)]. At 20 WG, GABA
interneurons were scarce and immature (round-shiaygéead of being bipolar, arrow) in the
cortical plate of FASD compared to contrgl ) [OM x 200], in the VZ/SVZi( j) [OM x
200] and in the GEKk( |) [OM x 200]. Low proliferative activity revealedybKi67
immunohistochemistry in the GE of the FASD braimgged 20 and 22 WG compared to
control brainsifi-r) [OM x 100].
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CP: cortical plate; CTRL: control cases; GE: gamgk eminence; FASD: foetal alcohol

spectrum disorder; OM: original magnification; S\&brtical subventricular zone

Figure 3: Calretinin immunohistochemistry in cortical plate of FASD and control brains

at 24 WG

Random cortical distribution of CR interneuronsHASD brains with a predominance in
deeper layers (asterisks), ) compared to control cortical plate in which CR<w/ere more
abundant in layer Il (asterisk)c)( Quantitative analysis of cortical distributiof GR
interneurons in each layer showing a predominamdayer 11l in normal brain (black arrow)
and in deeper layers in FASD brains (red arrow}) gssociated with a lower global density
in FASD brain compared to normal bra@).(Intrinsic distributions of CR-positive cells veer
compared in cortical layers I-VI from the contr@tds and the FASD cases. Chi square
analysis indicated that the cortical distributi@ngnificantly differed between the control case
and both FASD cases (f). Scale bar = 0,18 mm

Figure 4: Calretinin immunohistochemistry in the brains of FASD and control at 30 WG
Quantitative analysis of cortical distribution oRGnterneurons in each layer showing a
predominance in superficial layers in particulaelal in normal brain (asterisk) whereas they
were still present in the deeper layers in FASDrbfeed arrows) &), associated with a lower
global density in FASD brain compared to normalirbr@). Statistical analysis using Chi
square again confirmed that the cortical distrimsi significantly differed between the
control and the FASD cases (c). Cortical distribmitof CR interneurons which were still
present in the deeper layers in FASD brain (asfe(@ compared to control cortical plate in
which CR cells were located in superficial layers,particular layer | (asterisk)e). CR
interneurons were more abundant respectively i(fG§ and SVZ [, i) of the FASD brain
compared to control [OM x 20]. Scale bar = 0,18 mm

CP: cortical plate; CTRL: control cases; GE: gamgli eminence; FASD: foetal alcohol

spectrum disorder; OM: original magnification; S\&brtical subventricular zone
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Figure 5: Calretinin immunohistochemistry in the catex of FASD and control brains
after birth

CR cells were more abundant in superficial and @apdg in deeper cortical layers of FASD
brains at 3 months and 2 yeaasafidb, e andf) in comparison with control brains &éndd, g
andh). Scale bar = 0,22 mm.

Figure 6: Confocal analysis with calretinin and GLUI'1 immunolabellings at 33-34 WG
CR-immunoreactive interneurons, labeled in red,aieing at a distance from the vessels,
labeled in green (double-headed arrows) in FASInls c, e, § contrary to control, where
CR-positive interneurons were found in close cdantéath the vessels (arrows) in all cortical

layers b, d , f, h). Scale bar = im.

Supplementary Figure 1: Confocal analysis with caktinin and GLUT1
immunolabellings at 36-37 WG

The network of CR fibers (asterisk), labeled in,reds observed in layer | but no CR
interneuron was observed in the superficial layggrEASD cortex at 37 WGaj while they
were abundant and migrated along the vessels,ekhbial green, in superficial layers of
control cortex at 36 WG (arrowsh)( In another superficial area, CR interneuronsenara
distance from the vessels (double-headed arrowshenFASD brain ) while they were
always more abundant and in close contact withvéssels in control (arrowsyl). In deeper
layers, CR interneurons were more abundant in FABBex but at a distance from the
vessels (double-headed arrows), (n contrast with control where they were lessiratant

and still in close contact with the vessels (arnoffjs Scale bar = 1am.
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Figure 4
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Figure 6
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Supplementary Figure 1
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Table 1 Gestational age/postnatal age and cause of deagheated control cases

Case Cerebral
number Term maturation® TOP Cause of death
1 15 WG 14 WG Yes Atrioventricular canal
2 16WG 16WG Yes Isolated sacral myelomeningocele
3 22 WG 20 WG No IUFD
4 22 WG 22 WG Yes Obstructive uropathy
5 24 WG 24 WG No IUFD
6 26 WG 26 WG Yes Hereditary bilateral microphtalmia
7 28 WG 28 WG Yes Severe distal arthrogryposis
8 30 WG 30 WG No Cord prolapse
9 32 WG 32 WG Yes Complex cardiac malformation
10 34 WG 34 WG Yes Suspected vermis hypoplasia
(Not confirmed)
11 35 WG 35 WG No Non immune fetal hydrops
Caesarean section
12 36 WG 36 WG No Bilateral renal agenesis
Fallot tetralogy
Immediate postpartum death
13 36 WG 36 WG No Dilated cardiomyopathy
Dead at day 2
14 37 WG 37 WG No Normal pregnancy
Death despite resuscitation
No autopsy and placental abnormalities
15 39 WG 39 WG No Perpartum in utero death
Placental membrane praevia vessel
rupture
16 3 months PN 3 months PN No Prone position sleep
17 2yearsand 11  3years No Anaphylactic shock
months

IUFD: in uterofetal death; PN: post-natalOP: Medical termination of pregnancy;

WG: weeks'gestation

* according to the morphometric criteria of Guih#&dsta and Larroche [18].
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Table 2. Main clinical and morphological characteristicsantenatal alcohol exposed fetuses and infants

Case WG Cause of Body weight Cranio-facial Brain Visceral CNS Maternal Maternal
number death dysmorphism weight anomalies anomalies alcohol Co-morbidity
intake

1 15 TOP 28 percentile Indistinct philtrum 50" Anterior coelosomia No Chronic  Heroin

Low set posteriorly percentile alcohol Methadone
rotated ears 158¢g intake*
Microretrognathism

2 20 TOP 10" percentile Midface hypoplasia, 25" No No Chronic HIV, Hepatitis C
Maternal short nose, flat face  percentile alcohol Multi-drug addiction
distress 39.34¢ intake and

Binge
drinking*
(ND)

3 22 TOP <3%percentile  FAS craniofacial <<3 Renal hydronephrosis Microcephaly  Chronic Psychotic
Chiari IUGR dysmorphism percentile Arnold Chiari Il alcohol Disorder
malformation 45.65¢ Myelomeningocele intake** Valproate

4 22 TOP 3% percentile  Indistinct philtrum 50" No No Chronic  Psychotic
Maternal IUGR Posteriorly rotated earspercentile alcohol Disorder
distress Microretrognathism 63.5¢ intake (262 psychotrops

g per day) Increased MGV
*%

5 22 TOP 50" percentile  Indistinct philtrum 50" Unilateral pelvicaliceal No Daily Multi-drug addiction
Maternal Microretrognathism percentile dilatation chronic Valproate (epilepsy)
distress 63.219 alcohol

intake*

6 24 TOP NA FAS craniofacial 50" NA Micropolygyria Chronic Cocaine
Amnion band dysmorphism percentile Migration anomalies a|cohol
sequence 759 Vermis hypoplasia  jntgke**

cerebellar
hemisphere necrosis
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10

11

12

13

14

24

26

27

29

30

31

31

33

TOP
septal
agenesis

50" percentile

Spontaneous 50" percentile
abortion

Preeclampsia 10" percentile
Death at D10

IUFD 5" percentile
cardiopathy

IUFD 10" percentile
Abruptio

placentae

IUFD 3“percentile

Preeclampsia IUGR

TOP
Septal
agenesis

50" percentile

IUFD 50" percentile
Acute

alcohol

intoxication

(maternal

distress)

FAS dysmorphism

Indistinct philtrum

50

percentile
100.3¢g

50"

Posteriorly rotated earspercentile

Microretrognathism

FAS craniofacial
dysmorphism

133.6 g

3rd
percentile
109¢g

Anteversed nostrils an8th

pointed nose

Ear anomalies
Indistinct philtrum
Retrognathism

No

Ear anomalies
Retrognathism

FAS craniofacial
dysmorphism

No

percentile

178 g

56

percentile
211 g

3rd
percentile
197.05¢g

50th
percentile
234 g

50th
percentile
348.15¢g

No

Unilateral pelvic
dilatation

No

Tetralogy of Fallot

No

No

No

Amniotic
inhalation

fluid

Arhinencephaly

No

Microcephaly

Chronic Cannabis addiction
alcohol

intake**

Chronic ND
alcohol
intake**

Alcohol ND

Massive cerebellar intake**

haemorraghe

No

Bilateral
intraventricular
haemorrhage

No

Septal agenesis

Diffuse
astrogliosis

Daily Increased MGV and
chronic GGT
alcohol
intake*
(ND)
Daily Cannabis addiction
chronic Treated
alcohol hypothyroidism
intake*
Daily Increased MGV and
chronic GGT
alcohol
intake*
(ND)
Chronic and Cannabis
Binge
drinking*

Chronic and Multi-drug addiction

Binge Increased MGV and
drinking* EGI UFD
irst pregnancy:
(4.98 g/L) ot 33 WG
One child alive with
FAS.
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15 37 IUFD

16 3PN SIDS
months

17 22 PN SIDS
months

28" percentile

8" percentile

5d" percentile

Indistinct philtrum
Microretrognathism

FAS cranio-facial
dysmorphism

FAS cranio-facial
dysmorphism

<3I'd
percentile
248 g

50th

percentile
633g

ND

No

No

Isolated pulmonary
oedema

Neuron heterotopiaChronic and Heroin addiction

Microcephaly

Brain oedema

No

Binge
drinking**
Chronic  Cannabis addiction
alcohol

intake*

(ND)

Daily ND
chronic

alcohol

intake*

(ND)

CNS: central nervous system; GGT: gamma-glutanarisierase; IUFDin utero fetal death; IUGR: intra uterine growth retardafidfGV:

mean globular volume; MTP: medical termination lué pregnancy; ND not determined; PN: post-natd)SSisudden infant death syndrome,;

WG: weeks' gestation

* maternal self report; ** suspected
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Supplementary Table 1 Semi-quantitative analysis of immunohistochemdzth with

GABA antibody
Term FASD/CTRL VZ/SVZ GE 4 Subplate CP
15 WG FASD 1% + 5% + 1% + <1% 10% +
14 WG CTRL 1 10% + >50% ++++ 10% + 10% + 10% +
16 WG CTRL 2 10% + >50% ++++ 0 1% + 10% +
20 WG FASD 5% + 50% +++ 5% + <5% + 5% +
CTRL 70% ++++  80% ++++ 5% + 10% + 20% ++
22 WG FASD 1 10% + 20% ++ 0 0 5% +
FASD 2 5% + 10% + 0 0 5% +
FASD 3 5% + 5% + 0 0 10% +
CTRL 60% ++++  70% ++++ 20% ++ NA 15% ++
24 WG FASD 1 20% ++ 10% + <5% + NA 10% +
FASD 2 20% ++ 30% ++ <5% + NA 10% +
CTRL 60% ++++ >50% ++++ 10% ++ NA 20% ++
26 WG FASD 1 5% + 15% ++ 10% + dispersed 20% ++
FASD 2 5% + 5% + 20% ++ dispersed 20% ++
CTRL 10% + 5% + <5% + NA 15% ++
29 WG FASD 5% + 1% + 10% + NA 20% ++
28 WG CTRL 0 10% + 20% ++ scant 22% ++
30 WG FASD 5% + 10% + 10% ++ NA 23% ++
CTRL 12% ++ 5% + 10% ++ 10% ++ 24% ++
31 WG FASD 1 NA NA 10% + NA 30% +++
FASD 2 TF TF TF TF TF
32 WG CTRL 10% + 10% + 20% ++ scant 25% ++
33 WG FASD NA NA 10% + NA 31% +++
34 WG CTRL 5% + 10% + 20% ++ NA 28% +++
37 WG FASD NA NA NA NA 32% +++
35 WG CTRL 1 NA NA NA NA NA
36 WG CTRL 2 NA NA NA NA NA
CTRL 3 3% + NA numerous NA 34% +++
37 WG CTRL 4 NA NA NA NA NA
39 WG CTRLS5 NA NA NA NA NA
3 months FASD absent absent 10% + NA 38% +++
CTRL absent absent 10% + NA 35% +++
2 years FASD absent absent dispersed NA 38% +++
CTRL absent absent dispersed 10% + 35% +++

CP: cortical plate; CTRL: control; FASD: fetal almd spectrum disorder ; GE: ganglionic
eminences; 1Z: intermediate zone; NA: not availgbleTF: technical failure ; VZ/SVZ:
cortical ventricular and subventricular zones
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Supplementary Table 2 Semi-quantitative analysis of immunohistochemdzth with
Calretinin antibody

Term FASD/CTRL VZ/SVZ EG V4 subplate CP
15WG FASD 5-10% + 5% + 5% + 5% + 2% + (dispersed)
14WG CTRL1 5% + 5% + 5% + 5% + 7% + (dispersed)
16 WG CTRL2 5-10% + 5-10% + 1% + 1% + 7% + (dispe)
20WG  FASD 5% + 5% + 0 0 2% + (dispersed)

CTRL 5-10% + 15% ++ 5% + 5% + 15% ++ (dispersed)
22WG FASD1 10% + 5-10% + <10% + NA 10% + (dispel)s

FASD 2 5% + 5% + 1% + 0 2% + (dispersed)

FASD 3 <5% + <5% + 1% + NA 2% + (dispersed)

CTRL 30% +++  30% +++  20% ++ NA 20% ++ (layers I\AXI)
24WG FASD1 5-10% + 5% + 10-20% ++ 10% + 15% +isdrsed)

FASD 2 5% + 5% + 5% NA 15% ++ (dispersed)

CTRL 10% + 10% + 10% + NA 20% ++ (deep layer lll)
26 WG FASD1 5-10% + 15% ++ 5% + <5% + 15% ++dised)

FASD 2 5% + 5% + scant <1% + 15% ++ (dispersed)

CTRL 5% + 5% + 5-10% + 5% + 20% ++ (superficigidalll)
29 WG FASD <1% + <1% + scant 0 15% ++ (dispersed)
28WG CTRL 0 <1% + 5% + NA 20% ++ (layers I1-111)
30WG FASD 10% + 10-15% ++ 5% + NA 15% ++ (dispéjse

CTRL 5% + 2% + 10% + NA 20% ++ (layers 1I-111)
31WG FASD1 5% + 5% + 5-10% + 0 15% ++ (dispersed)

FASD 2 NA NA scant 0 15% ++ (dispersed)
32WG CTRL <5% + 5% + 5-10% + NA 20% ++ (layersll)-
33WG  FASD 5% + 1% + <5% + NA 20% ++ (dispersed)
34WG CTRL 5% + 5% + 10% + NA 25% ++ (layers I}
37WG FASD NA NA 5% NA 15% ++ (deep layers)
35WG CTRL1 NA NA NA NA 20% ++ (superficial laygrs
36 WG CTRL2 NA NA NA NA 20% ++ (superficial layars

CTRL 3 1% + 1% 5% NA 20% ++ (superficial layers)
37WG CTRL4 NA NA NA NA 20% ++ (superficial layars
39WG CTRLS NA NA NA NA 20% ++ (superficial laygrs
3 months FASD absent absent NA NA 20% ++ (layett And V)

CTRL absent absent NA NA 5% + (layers II-111)
2years FASD absent absent NA NA 20% ++ (layett Bnd V)

CTRL absent absent NA NA 5% + (layers II-111)

CP: cortical plate; CTRL: control; FASD: fetal alem spectrum disorder; GE: ganglionic
eminences; I1Z: intermediate zone; NA: not available: technical failure; VZ/SVZ: cortical
ventricular and subventricular zones
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Supplementary material 1: Quantitative analysis of GABA immunolabelling incbdayers

and in whole cortex (Calretinin-positive-cellsf10m)
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At 31-32WG:

60 30 -
50 1 WFASD ®CTRL 20
40 - 20
30 - T 15 1
20 A 10 -
0 -1 T T T T 0 h
I 11 111 I\ V-VI whole cortex
At 33-34WG:
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At 3 months after the birth:
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Supplementary material 2: Quantitative analysis of Calretinin immunolabellingeach
layers and in whole cortex (Calretinin-positivelsdld* um)
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At 33-34WG:
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Running title: Fetal Alcohol Syndrome and Oligodendrocyte lineage

Abstract

Prenatal alcohol exposure is a major cause of hetavioral disabilities. MRI studies
in humans have revealed that alcohol is associat#d white matter microstructural
anomalies but these studies have focused on mgletiormalities only after birth and no data
concerning the generation of oligodendrocyte prems have been reported so far. As data
are lacking in humans and alcohol is known to immdigodendrocyte differentiation in
rodents, the present study aimed at evaluatingnimyunohistochemistry PDGF&Rand Olig2
expression in the ganglionic eminences and thedtarortex of fetuses exposed to alcohol
from 15 to 37 weeks’ gestation by comparison wite-anatched controls. Before birth,
PDGFRe expression was strongly increased in the gangliemiinences and the cortex of all
fetuses exposed to alcohol except for the earBtmge. No massive generation of Olig2
immunoreactive cells was identified in the ganglomminences until the end of the
pregnancy and the density of Olig2-positive celithim the cortex was consistently lower by
comparison with unexposed to alcohol fetuses. $tudy further provides evidence that there
is major oligodendrocyte lineage impairment atsédiges of brain development upon prenatal
exposure including defective or delayed generat@ma maturation of oligodendrocyte

precursors.
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Introduction

Prenatal alcohol exposure (PAE) is a major non tiereause of central nervous
system (CNS) abnormalities resulting in irrevemsilife-long consequences which associate
mental retardation or more specific neurocognitiisorders and behavioural disabilities (1).
The diagnosis of Fetal Alcohol Syndrome (FAS), thest severe form of fetal alcohol
spectrum disorders (FASD), is based on three ctaarsiics including growth retardation,
craniofacial dysmorphism and CNS dysfunction. @igih with FASD often suffer from
motor delays, deficits in attention, learning andnmory as well as in executive functioning
and language, but they do not present the chaistatesraniofacial dysmorphism and growth
retardation (2).

In the mature brain, heavy chronic or binge drigkia responsible for a variety of
brain injuries, notably a disproportionate lossefebral white matter, as glial cells are major
targets of alcohol, which accounts for white masteophy. Alcohol has not only teratogenic
properties but also devastating neurotoxic effenisthe developing brain. Over the last
decade, imaging studies with diffusion tensor imgg{DTI) have revealed changes in the
organization and microstructure of callosal whitetier with diffusion abnormalities
extending beyond the corpus callosum in individuaith FASD, suggesting that several
specific white matter regions, especially commigkucingular and temporal connections
along with deep grey matter areas are sensitivd?A& (3, 4, 5, 6). Microstructural
abnormalities as assessed by fractional anisotbopyr throughout the corpus callosum and
have been correlated with impaired cognition (7).d recent MRI study, it has been
suggested that PAE was associated with reducec wiatter microstructural integrity from
the neonatal period (8). Whereas all these stuibe® focused on newborns, children and

adolescents with  FASD, no human antenatal data etoimgy the generation of
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oligodendrocytes (OLs) in FAS or FASD have beeroregal so far, especially as alcohol has
been shown to impair astrocyte and oligodendrodifferentiation and to increase apoptosis
during rodent brain development (9). As imagingdsts indicate widespread white matter
fiber tract anomalies in children and adults witASD, it has been emphasized that PAE
likely impacts on the programming ofigodendrocyte precursor cell®PCs) (10, 11). In the
CNS, myelin is formed by processes emanating frdra Which are engaged or are preparing
to engage in myelination (12, 13). Myelination reeaf the final stages of brain development,
and apart from the brainstem and cerebellum whrehpaogressively myelinated from the
second half of the pregnancy, this process takasepiainly during the first 30 years of
postnatal life in humans (3, 14, 15).

OLs originate from neural stem cell-derived OPCscWwhexpress platelet-derived
growth factor receptos- (PDGFRe), then differentiate into immature premyelinati@d.s
(pre-OLs) expressing oligodendrocyte lineage factoand eventually into mature OLs
expressing myelin oligodendrocyte glycoprotein, ggiwlipid protein and myelin basic
protein (MBP) which contact axons and begin to poedmyelin (12, 16). Proliferating neural
stem cells commit to the OL lineage under the grilce of the transcription factors Oligl,
Olig2, Nkx2.2, and Sox10 (16, 17 vitro studies have also revealed a primary role of Sonic
Hedgehog (Shh) signalling by promoting expansiord apecification of multipotent
progenitors into Olig2-positive late OPCs and imnumatOLs (18).

In rodents, the first wave of OPCs originates ie #imterior entopeduncular area
followed by 2 other waves arising from the lateratl caudal ganglionic eminences (LGE and
CGE) (19). Besides, OPCs require vessels as agahysibstrate for migration and it has
been demonstrated that human OPCs emerge frommi@gdomains and associate with the
abluminal endothelial surface of blood vessels Wnt-Cxcr4 (chemokine receptor 4)

allowing them to crawl along and jump between viss&0).
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PDGF signalling is essential for controlling theoliferation and differentiation of
OPCs (21) which express a characteristic set okenarincluding PDGFRy; these cells
being mitotic and therefore considered as progesificecursors. The first PDGHR-
expressing cells have been identified in the fagbof human fetuses 10 WG onwards, and
are predominantly produced in higher numbers ingdweglionic eminences (GE) around 15
WG (22). In monkeys and humans, OPCs have beenrstmWwe also produced in the outer
subventricular zone just when the upper layer neuare generated, allowing for the rapid
expansion and folding of the cortical surface (F)GFRa is rapidly downregulated when
OPCs differentiate into non proliferating OLs, gany to the oligodendrocyte lineage
transcription factor 2 (Olig2) which is expressaddPCs, pre-OLs and OLs, increase in OL
number during development depending on OPC pralifez capacities (24, 25QL lineage
progression in cerebral white matter occurs sityilewr humans and in rodents, being mostly
composed by pre-OLs around 18-27 weeks of gestationumans and of increasingly
abundant MBP-positive cells in full-term infant$6§2

As human antenatal data concerning the generatandifferentiation of OLs upon
PAE are lacking and as alcohol impairs OL diffelatian, the present study aimed at
evaluating by immunohistochemical techniques PDG@F&d Olig2 expression in the GE

and CP of fetuses with PAE by comparison with aggéehed controls.

Patients and methods

Patients

As previously reported (27), the brains used iis #tudy belong to the collection
which has been declared to the French Ministry edlth (collection number DC-2015-2468,
cession number AC-2015-2467, located in A. Lageesis Pathology Laboratory, Rouen

University hospital). For all selected cases, tharepts gave their consent for
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neuropathological studies following autopsy perfedmnn agreement with our local ethic
committee and in accordance with the French law.

Ten fetal control brains ranging from 16 to 36 W& whom main clinical and
morphological characteristics are presented iretdlwere selected. In 6 out of the 10 cases,
a medical termination of pregnancy (TOP) was cdroet for pathologies other than cerebral.
Two out of the 10 cases wene utero fetal death (IUFD), two cases weperpartum or
immediatepostpartumdeath with a cause other than cerebral or witHaumd cause after
careful examination of the placenta and fetal osgam all cases, the brain was
macroscopically and microscopically free of detbldabnormalities. Despite the absence of
lesions, patients who had been antenatally sugp@fteentral nervous system anomalies or
who had been clinically suspected of dying of nigical causes were systematically
excluded.

Fourteen fetal FAS or FADS brains ranging fromtd%7 WG were also included in
this study. Detailed clinical and morphological &weristics are presented in table 2.
Causes of death were IUFD in 6 cases, TOP for fetdflormations in 7 cases and post-natal

early death in one case.

Methods

In each control and FADS patient, a complete aydpd been performed with the
written consent of the parents and accordingdaddrdized protocols (28). Developmental
age was evaluated by means of organ weights (X@Jetal measurements and by the

histological maturational stages of the differeistera.
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Neuropathological studies

Brain growth was evaluated according to the bioimetata of Guihard-Costa and
Larroche (30). Macroscopic evaluation of gyratioaswperformed according to the atlas of
Feess-Higgins and Larroche (31). After fixatioroiat zinc-10% formalin buffer solution for
at least one month, brain sections were obtaineth fall cortical areas and subcortical
structures including thalamus, striatum, pallidund a@heir related nuclei. Seven-micrometer
paraffin embedded sections were stained using Haswyla-Eosin. The morphology of all

different brain structures studied was consistatit the patients’ ages.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical analyses of OPCs and pre-OLse vearried out on Six-
micrometer sections obtained from paraffin-embeddeterial according to standardized
protocols using antisera directed against Olig2bfRapolyclonal, 1/200 ; Clinisciences,
Nanterre, France) and anti-PDGlR{Rabbit polyclonal, 1/100 ; Thermofisher Scieiatifi
F67403 lllkirch Cedex, France). Immunohistochempralcedures included a microwave pre-
treatment protocol to aid antigen retrieval (peatment CC1 kit, Ventana Medical Systems
Inc, Tucson AZ). Incubations were performed formBihiutes at room temperature using the
Ventana Benchmark XT system. After incubation, edidvere processed by means of the
Ultraview Universal DAB detection kit (Ventana).Biequantitative analyses of the density
in Olig2 and PDGFRy positive cells in the GE as well as in the differkayers of the frontal
CP were evaluated as follows: 0: no cell labelledjess than 10% of cells labelled; ++:
between 10 and 25% of cells labelled; +++: betw2®gand 50% of cells labelled and++:

more than 50% of the cells labelled.
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Confocal analyses

In order to identify more precisely the differerdpulations Olig2-positive within the
GE and CP, double immunolabellings were performsithgu Olig2 and either PDGFR-
GABA MAP2 or GFAP in the frontal cortex at 15-16 W& developmental stage in which
some Olig2 positive could belong to other lineaghan OL. Fluorescent-conjugated
antibodies Alexafluor-488 and -592 were obtainemimfrMolecular Probes (Eurogene, Or,
USA). After 3 gentle washes in a phosphate buftduten, coverslips were mounted in
DAPI-containing Vectashield (Vector laboratoriesan@bridgeshire, UK) and images were
acquired with the Leica laser scanning confocal rosicope TCS SP2 AOBS (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany).

Analyses en cours

Results

FAS Patient’s clinical and morphological characterstics
Among the 14 cases exposed to alcohol, 3 (21%) dradntra uterine growth

retardation (IUGR). All but 2 cases (86%) had aodaicial dysmorphism which was
characteristic of FAS in half of these cases, daasog short palpebral fissures, smooth and
prominent philtrum, thin upper lip hypo- or hypdotesm with epicanthus, marked nasal
bridge and anteverted nostrils, midface hypoplas@d micrognathia . Five cases (36%) had
microcephaly with a brain weighB8™ percentile. Nine cases (57%) had other CNS anomalie
myelomeningocele with Chiari Il malformation, arbntephaly, polymicrogyria or neuronal
heterotopias and vermis hypoplasia. Clastic lesiaossisted of massive cerebellar
haemorrhage, cerebellar hemispheric necrosis ehdllatntraventricular haemorrhage, septal

agenesis, diffuse astrogliosis and brain oedema Eases (36%) had associated visceral
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anomalies: anterior coelosomia, hydronephrosis|atanal pelvic dilatation, tetralogy of
Fallot). Amniotic fluid inhalation was diagnosedlircase.

In 7 cases, alcohol intake was self-reported leyntiother (50%), consisting in daily
chronic alcohol intake, associated with binge drigkin 3 cases. In the other 7 cases,
maternal alcohol intake was clinically suspectetbeading to the criteria established by Riley
et al. (32). Ten mothers (71%) had co-morbiditieaststing either of multidrug addiction,
antiepileptic drugs or psychotic traits. Among theeven cases in which alcohol intake was
suspected, 1 case had FAS craniofacial dysmorphitfBR and microcephaly with
additional CNS anomalies; 1 case had FAS craniaffagsmorphism and microcephaly and
1 case had cranio-facial dysmorphism resembling RA& dysmorphism associated with
IUGR. Two cases had CNS anomalies with FAS craniafadysmorphism. One case had
FAS craniofacial dysmorphism, microcephaly and ClBomalies and 1 case had
microcephaly with CNS anomalies and craniofaciabndgrphism reminiscent of FAS,

although not characteristic.

Semi-quantitative analysis of PDGFRe and Olig2 immunohistochemistry in the cortical
plate and ganglionic eminences

Semi quantitative evaluation of PDGRR-and Olig2 immunolabellings are
summarized in Figure 1 and in Table 3.

PDGFRe expression was strongly increased in the GE anthenCP of all FASD
brains in comparison with controls whatever theeliggmental stage with the exception of
the earliest stage (Figure 1A and 1B). Indeed5at8 WG, PDGFRx expression remained
lower in the MGE, LGE and CP of the FASD brain cant to the control (Figures 2A, B, C

and D) in which more than 60% of the cells wereeobsd. From 20 WG, PDGF&-ell
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numbers were higher than in controls in all strretustudied (Figure 2E, F, G, H, I, J, K and
L).

At 16 WG, more than 60% Olig2-positive precursamng @are-OLs were identified in
the MGE and LGE of the control brain, whereas Oligitive cells were scarce in the FASD
brain (Figure 3A and B)Moreover, Olig2 immunoreactivity was essentiathemtified in the
MGE of the FADS brain and not yet in the LGE. Betwel5 and 24 WG, Olig2-positive cell
density was drastically reduced in the GE of FASR@iIrs (Figure 3C, D, E and F), and
remain low until the regression of GE that occumuad 34 WG. No massive generation of
Olig2 immunoreactive cells was identified in FASEains until the end of the pregnancy,
except for three small peaks of generation in FAB&Ins between 24 and 30 WG (Figure
1C, 3G and H), contrary to controls in which a mgooduction was observed between 16
and 24 WG.

At all developmental stages, the density of Olig&ipve cells within the CP was
consistently higher in each control brain in congzar with FASD brains (Figure 1D and
Figure 4), with the highest density in the contcoktical plate (around 80% of the cells)
observed at 16 WG, contrasting with the paucitynmhunolabelled cells in FASD (Figure

4A and B).

Confocal analyses

At early stages, we observed a diffuse and intemsaunolabelling of cells with Olig2
antibody. As Olig2 is known to be also expressedininmature interneurons and in a
subpopulation of astrocytes, we performed doublmumolabellings using Olig2, GABA,
MAP2 and GFAP to evaluate more precisely the peaggnof Olig2-positive OPCs.

Analyses en cours
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Discussion

In living individuals with FASD, imaging studies V& revealed lower white matter
volumes and sometimes complete lack of myelinadfomajor white matter tracts in the brain
of as well as white matter microstructure alterai¢ll, 13). However, the impact of alcohol
on oligodendrocyte lineage and by extension on mggbn has essentially been studied
usingin vitro experiments or animal models. Alcohol can disrugtlnation at any stage of
OL development but targets particularly OPCs whigck more vulnerable to excitotoxic
damage, free radicals and proinflammatory cytokihes mature OLs (13+33). Furthermore,
it has been shown in a study performed on primasyse OL cultures that acetaldehyde, the
metabolic byproduct of alcohol is lethal to OLs whiare much more sensitive to
acetaldehyde than to alcohol, particularly uporgterm alcohol exposure (34).

To our knowledge, no study concerning the effeftalcohol during human brain
development has focused on OPC production fronGGiBeNevertheless, using vivo andin
vitro mouse models, it has been demonstrated that dldoimoers basal progenitor
proliferation in the VZ/SVZ of the cortex by interfng with the cell cycle at G1-S transition
from early development (35). It might be therefsuggested that a similar mechanism occurs
in the LGE and CGE, which could explain defectivedelayed production of OPCs during
fetal life. A study performed in fetal macaque brains exposealdohol has revealed that the
decrease in OLs observed in comparison with cobir@hs was linked to massive apoptosis.
A single in utero alcohol exposure triggered widespread acute apoptieath of OLs
throughout white matter regions at a rate highanth2 times in alcohol-exposed macaque
brains compared to the physiological OL apoptoais.rMoreover, this study highlighted the
fact that OLs also become sensitive to the apopiogeffect of alcohol at the time they are
beginning to generate myelin constituents in thgioplasm, i.e, when they become positive

for MBP and negative for PDGF&+12). From this study, it could be suggested that
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addition to a defective and/or delayed generatio@RCs, apoptosis also likely contributes to
the decrease of Olig2 positive cells observed imdnu FASD brains. Epigenetic mechanisms
could play an additional role in cell fate spedation of brain precursor cells as alcohol is
known to induce an oxidative stress that altersegexpression in particular Shh which
promotes expansion and specification of multipotergenitors into OPCs and immature
OLs (18, 36). Upon alcohol exposure, several otignalling pathways through which
alcohol may directly disrupt OPC differentiationdasurvival have also been implicated, such
as PDGFR, Wnt3a and Wnt5a which regulate OL cell fate sjeation, differentiation and
proliferation (37, 38, 39). The increase in PDGkRositive OPCs observed in our study
could be therefore related to a deregulation of Wighalling, preventing OPCs from
progressing towards OL differentiation.

Whereas changes in OL morphology, maturationedfitiation and survival have
been reported in third trimester-equivalent precihmodels of FASD (12, 40, 41), very little
is known about the deleterious effects of alcohol @L lineage derived from distinct
telencephalic germinal zones (10, 42). In a recatly, Newville et al. found a drastic
decrease in the number of mature OLs and prolifeg@®PCs within the corpus callosum of
alcohol-exposed mice at postnatal day 16, but eeitiature OLs nor OPCs derived from the
postnatal subventricular zone (SVZ) were numencalffected, indicating ontogenetic
heterogeneity in susceptibility to alcohol (43).v&al studies performed in rodents have
demonstrated that myelination is delayed upon RodEsisting in a weak expression of MBP,
reduced myelin thickness and myelin alterationthatultrastructural level, which impair the
formation of neuronal circuits and conduction ofurnal signals (10, 44). Another
mechanism which regulates the formation of myeliouad axons consists in interactions
between OPCs which receive excitatory and inhipitoputs mediated by glutamate and

GABA, and developing axons. Recent studies haveodstrated that a significant proportion
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of gray matter myelin in the cortex forms on th@mss of local inhibitory interneurons in both
rodents and humans (45, 46QPuring development, GABA likely acts as a local
environmental cue to control myelination and thon8uences the conduction velocity of
action potentials in the CNS. Nevertheless, dataane controversial since endogenous
GABA by interacting with GABA receptors has been shown either to increasededease
proliferation, apoptosis and consequently oligodeogte numbers, as well as shortening
internode length, which allows for faster saltatooypnduction velocities. Similar discrepancies
have also been observed regarding glutamate whadks proliferation and progression of
OPCs but also promotes myelin formation (47, 48).

It has long been acknowledged thatrodents, Olig2 expressing progenitors in the
MGE give rise to GABAergic interneurons at early velepmental stages and
oligodendrocytes thereafter (49). In humans, Oligg& been mainly detected in the
proliferative zones of the ganglionic eminencesMeen 5-15 post-conceptional weeks prior
to the expression of oligodendrocyte precursor eratkBy 20 WG, these cells spread
throughout the cortex, and co-express markersnionature neurons, neurogenic radial glia
and intermediate progenitors (22, 50). Using imnihistochemistry on 8-12 post-
conceptional weeks’ human sections, it has recdrggn found that Olig2 immunoreactivity
was observed in GABAergic cells of the proliferatzones of the MGE and septum (51). In
the present study, the detection of more than 60%lig2 immunoreactive cells at early
stage could correspond to OPCs admixed with otarrencell populations.
Interprétations en cours
Conclusion:
The present study provides further evidence thateths major oligodendrocyte lineage
impairment at all stages of brain development up&t, consisting in defective/delayed

generation, migration and maturation of oligodewgite precursors. Since oligodendrocyte
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development and myelin are a target of alcohol, thsruption of oligodendrocyte

differentiation and of myelination process are vdikely responsible for inadequate
establishment of neuronal networks, inefficient dwaction of neuronal signals and thereby
account in association with GABA interneuronopatbiythe developmental encephalopathy

and subsequent life-long neuro-behavioural dig#sli
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Abbreviations

CNS: Central Nervous System

CP: Cortical Plate

DTI: Diffusion Tensor Imaging

FAS: Fetal Alcohol Syndrome

FASD: Fetal Alcohol Spectrum Disorder

GE: Ganglionic Eminences

IUFD: In Utero Fetal Death

IUGR: Intra Uterine Growth Retardation

LGE: Lateral Ganglionic Eminence

MBP: myelin basic protein

MGE: medial ganglionic eminence

OLs: oligodendrocytes

Olig2: Oligodendrocyte lineage transcription fackor
OPCs: oligodendrocyte precursor cells

PAE: Prenatal Alcohol Exposure

PDGFRu: platelet-derived growth factor receptor alpha
Pre-OL: Pre-oligodendrocyte

Shh: Sonic Hedgehog

SVZ: subventricular zone

TOP: termination of the pregnancy

VZ: ventricular zone

WG: weeks of gestation
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Figure legends

Figure 1. Schematic representation oPDGFRea and Olig2 expressing cells in the GE
and CPof FASD and control brains

A: Semi-quantitative evaluation of PDGFERimmunoreactive OPCs in the GE displaying a
delayed production at 16 WG and an increased deustil the physiological disappearance
of GE by comparison with control brains

B: As well as in the cortical plate of all FASD bra compared to normal brains from 20 WG
which persisted until 37 WG.

C: Semi-quantitative evaluation of Olig2-expressPigCs and preOLs in the GE in which the
density of Olig2 immunoreactive cells was drasticatduced up to 24 WG in FASD brains,
followed by an increasing trend to the productidffédentiation between 24 and 30 WG
(arrows) in the FASD brains though the number ofCORINd preOLs remained low until
regression of GE by 34 WG by comparison with cdriirains

D: In the cortical plate a lower density of Olig®peessing cells in all FASD brains was
observed regardless of the developmental stagea@ahpvith control brains

(Dotted blue lines: control brains; dotted red lifAE exposed brains; black triangles:

second FASD case available at a given stage).
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Figure 22 PDGFR-a immunoreactivities in the GE and CP of FADS and aatrol brains

A and B: Lower densities of PDGRRexpressing OPCs in the GE of FASD brain at 15 WG
by comparison with the control GE aged 16 WG in aithi most of the cells were
immunolabelled (OM X20)

C and D: with a similar pattern observed in thed PASD and control brain

E and F: But from 20 WG, higher densities of PDGEBxpressing OPCs in the GE of FASD
brain compared with the control brain (OM X20)

G and H: As observed in the CP

I and J: With the same pattern found at 30 WG enGiz (OM X20)

K and L: and in the CP

(OM: original magnification; scale bar: 0.35mm)

Figure 3: Olig2 immunoreactivities in the GE of FADS and control brains

A and B: Lower densities of Olig2 expressing catlshe GE of FASD brain at 15 WG by

comparison with the GE of the control brain at 1&Wn which more than 50% of Olig2

positive cells were observed

C and D: The most striking differences between FASID control GE being observed at 22
WG

E and F: Similar differences, though less pronodneeere also noted at 24 WG in the FASD
brain (case 5) compared to the control

G and H: contrary to what noted in the FASD bragase 6), in which an intense
immunoreactivity was observed arguing for a delgyextiuction/differentiation starting from

this term

Figure 4: Olig2 immunoreactivities in the CP of FADS and control brains

A and B: Significantly lower densities of Olig2-pinge cells in FASD brains compared to
control brain at 15-16 WG (OM X10)

C and D: with a similar pattern observed at 20 V@& (X10)

E and F: At 30 WG, Olig2-positive cells remainedrse in the FASD brain contrary to the
control, in which Olig2-positive cells were locatedall layers of the cortical plate (OM X20)

G and H: With an increase in density in the supitffilayers at 33 WG in the control cortical
plate only (OM X20)

(Scale bar: 0.35mm)
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Table 1. Gestational age and cause of death of selectdtbtonses

gszier Term mg':zrreatt)irgrL* TOP Cause of death

1 16 WG 16 WG Yes Isolated sacral myelomeningocele

2 22 WG 20 WG No IUFD

3 22 WG 22 WG Yes Obstructive uropathy

4 24 WG 24 WG No IUFD

5 26 WG 26 WG Yes Hereditary bilateral microphtalmia

6 28 WG 28 WG Yes Severe distal arthrogryposis

7 30 WG 30 WG No Cord prolapse

8 32 WG 32 WG Yes Complex cardiac malformation

9 34 WG 34 WG Yes Suspected vermis hypoplasia
(Not confirmed)

10 36 WG 36 WG No Dilated cardiomyopathy

Dead at day 2

IUFD: in uterofetal death; TOP: Medical termination of pregnand¥G: weeks of gestation
* According to the morphometric criteria of Guiha@ista and Larroche (30).
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Table 2. Main clinical and morphological characteristicsantenatal alcohol exposed fetuses

Case WG Cause ofdeath  Body weight Cranio-facial Brain Visceral CNS Maternal Maternal
number dysmorphism weight anomalies anomalies alcohol intake  Co-morbidity
1 15 TOP 28 percentile  Indistinct philtrum 50" Anterior coelosomia No Chronic Heroin

Low set posteriorly rotated percentile alcohol intake* Methadone
ears 15849
Microretrognathism
2 20 TOP 10" percentile ~ Midface hypoplasia, short 25" No No Chronic HIV, Hepatitis C
Maternal distress nose, flat face percentile alcohol intake Multi-drug
39.34¢ and addiction
Binge
drinking* (ND)

3 22 TOP <3%percentile FAS craniofacial <<3 Renal Microcephaly Chronic Psychotic
Chiari IUGR dysmorphism percentile hydronephrosis Arnold Chiari Il alcohol Disorder
malformation 45.65¢ Myelomeningocele intake** Valproate

4 22 TOP 3" percentile  Indistinct philtrum 50" No No Chronic Psychotic
Maternal distress IUGR Posteriorly rotated ears percentile alcohol intake Disorder

Microretrognathism 63.5¢ (262 g per day psychotrops
* Increased MGV

5 24 TOP NA FAS craniofacial 50" NA Micropolygyria Chronic Cocaine
Amnion band dysmorphism percentile Migration alcohol
sequence 759 anomalies intake**

Vermis hypoplasia
cerebellar
hemisphere
necrosis

6 24 TOP 50" percentile  FAS dysmorphism 50 No Arhinencephaly Chronic Cannabis
septal agenesis percentile alcohol addiction

100.3¢g intake**

7 26  Spontaneous 50" percentile Indistinct philtrum 50" Unilateral pelvic ~ No Chronic alcohol ND
abortion Posteriorly rotated ears percentile dilatation intake**

Microretrognathism 133649
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10

11

12

13

14

27

29

30

31

31

33

37

Preeclampsia
Death at D10

IUFD
cardiopathy

IUFD
Abruptio
placentae

IUFD
Preeclampsia

TOP
Septal agenesis

IUFD

Acute alcohol
intoxication
(maternal
distress)

IUFD

10" percentile

5™ percentile

10" percentile
3percentile
IUGR

50" percentile

50" percentile

28" percentile

FAS craniofacial
dysmorphism

Anteversed nostrils and

pointed nose

Ear anomalies
Indistinct philtrum
Retrognathism

No

Ear anomalies
Retrognathism

FAS craniofacial
dysmorphism

No

Indistinct philtrum
Microretrognathism

3¢ No
percentile
109 g

5th Tetralogy of Fallot

percentile

178 g

50 No
percentile
211 g

3 No
percentile
197.05g

50th No
percentile
234 g

50th Amniotic
percentile inhalation
348.15¢g

<3 No
percentile
248 g

fluid

Microcephaly

Alcohol

Massive cerebellar intake**

haemorraghe

No

Bilateral
intraventricular
haemorrhage

No

Septal agenesis

Daily chronic
alcohol intake*
(ND)

Daily chronic
alcohol intake*

Daily chronic
alcohol intake*
(ND)

Chronic and
Binge
drinking*

Diffuse astrogliosis Chronic and

Binge
drinking*
(4.98 g/L)

Neuron heterotopiaChronic and

Microcephaly

Binge
drinking**

ND

Increased MGV
and GGT

Cannabis
addiction

Treated
hypothyroidism
Increased MGV
and GGT

Cannabis

Multi-drug
addiction
Increased MGV
and GGT

First pregnancy:
IUFD at 33 WG
One child alive
with FAS.

Heroin addiction
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CNS: central nervous system; GGT: gamma-glutanaylsierase; IUFDin uterofetal death; IUGR: intra uterine growth retardafidhGV:
mean globular volume; NA: not available; PN: poatait TOP: medical termination of the pregnancy; W@eks of gestation

* Maternal self report; ** suspected
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Table 3 Semi-quantitative analysis of immunohistochemdath with PDGFRt and Olig2

antibodies
Term FASD/Ctrl GE CP
PDGFRea Olig2 PDGFRa Olig2
15 WG FASD 30% +++  40% +++  20% ++ 30% +++
16 WG CTRL 60% ++++ 60% ++++ >60% ++++ 80% ++++
20 WG FASD 80% ++++ 30% +++  60% ++++ 20% ++
CTRL 20% ++ 40% +++  40% +++ 40% +++
22 WG FASD 1 70% ++++ 10% + 60% ++++ 5% +
FASD 2 60% ++++ 10% + 50% +++ 5% +
CTRL 30% +++  50% ++++ 40% +++ 40% +++
24 WG FASD 1 60% ++++ 2% + 40% +++ 1% +
FASD 2 80% ++++ 30% ++ 40% +++ 10% +
CTRL 10% + 10% + 30% +++ 40% +++
26 WG FASD 1 60% ++++ 20% ++ 50% +++ 30% +++
FASD 2 60% ++++ NA 40% +++ 5% +
CTRL 5% + 5% + 30% +++ 35% +++
29 WG FASD 70% ++++ 5% + 60% ++++ 5% +
28WG CTRL 20% ++ 20% ++ 50% +++ 20% ++
30 WG FASD 80% ++++ 20% ++ 60% ++++ 5% +
CTRL 20% ++ 10% + 40% +++ 40% +++
31 WG FASD 1 30% +++  10% + 60% ++++ 3% +
FASD 2 30% +++ 5% + 50% +++ 1% +
32WG CTRL 20% ++ 10% + 40% +++ 20% ++
33 WG FASD absent absent >60% ++++ 5% +
34 WG CTRL absent absent 50%+++ 20% ++
37 WG FASD absent absent 60% ++++ 1% +
36 WG CTRL absent absent 40% +++ 30% +++

CP: Cortical plate; CTRL: Control; FASD: Fetal ahob spectrum disorder; GE: Ganglionic
eminences; NA: Not analyzed
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Apres I'obésité et le tabac, la consommation exeessalcool est la troisieme cause
de déceés qui pourrait étre prévenue dans le moocidemtal, et si I'on prend en compte les
déces secondaires a la prise d’alcool tels quadeglents et le suicide, le nombre de déces
augmente d’un facteur 2, ce qui constitue un problénajeur de Santé Publique. Par ailleurs,
la consommation excessive d’alcool, qu’elle soitodmue ou aigue (binge) favorise la
survenue de complications au cours de certainestatffs telles que I'hypertension artérielle,
le diabete ou les maladies hépatiques. Le tauxius @levé d’individus consommant de
I'alcool selon un mode aigu ou chronique se situezdes jeunes adultes entre 18 et 25 ans,
période au cours de laquelle les femmes enceiotasssisceptibles d’exposer leur enfant a
naitre.

Chez I'adulte, les effets déléteres de I'alcoal Isusysteme nerveux résultent de son
impact Iésionnel sur les cellules hépatiques quielment inaptes a détoxifier I'éthanol, ce
qui ne permet plus de prévenir les effets toxiqued’alcool et de ses métabolites sur les
autres organes et le SNC. Les hépatocytes |ésélsiipent des composés métaboliques et
inflammatoires qui induisent des Iésions cérébrsirgturales et fonctionnelles. A ces effets
s’ajoute l'action toxique de cofacteurs tels querimoniaque, ou les carences vitaminiques
en folates, thiamine et pyridoxine ainsi que cedaimolécules comme le zinc. Les études
postmortem réalisées chez I'adulte ont montré caesd’5% des cas, la consommation
d’alcool chronique ou aigle associée a un deéfiat tkiamine provoque des Iésions
neurodégénératives. Ces lésions intéressent leoriérnc les noyaux gris centraux, le
thalamus et I'hippocampe, et se traduisent climgggt par un déclin progressif des fonctions
cognitives par perte de la plasticité neuronaleuitedpar une diminution de linhibition
GABAergique et une augmentation de I'excitotoxigtétamatergique. La substance blanche
est également une cible préférentielle de l'alcomibiné a un déficit en thiamine. Une
intoxication alcoolique aigle provoque des lésidad’ensemble des constituants a tous les
niveaux du névraxe (neurones, glie, myéline et mgicculation cérébrale) ainsi que des
lésions des nerfs périphériques et des muscless sili est intéressant de noter qu’en cas
d’intoxication alcoolique aigue, (l'alcohol poisnogi des anglo-saxons), les Iésions
morphologiques sont semblables a celles qui sos¢rgbes dans le syndrome de Leigh, la
forme la plus caractéristiqgue des encéphalopathigschondriales, et dans I'encéphalopathie
de Wernicke qui comportent tous deux une vascutdpatvec lésions ischémiques
secondaires en rapport avec un stress oxydatifmPme, la myélopathie secondaire a la
dysfonction hépatique se traduit par des lésioladdoales et symétriques de démyeélinisation,

telles qu’on peut les observer dans certains defitg la chaine respiratoire mitochondriale et
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qui ont été décrites sous le terme de « lésiorstiglees » chez le foetus. L'atrophie de la
substance blanche est classiguement rapportée.pEile étre diffuse, mais concerne en
premier lieu le corps calleux et les faisceaux @gsifs qui se connectent au cortex préfrontal
et au cortex temporal et qui présentent des alvé@satle I'organisation et de la microstructure
visualisées par des études de tractographie dahyzayerie de la tension de diffusion [De la
Monte, 2014 ; Wozniak et coll., 2019].

Si les conséquences de l'intoxication alcooligigei@ ou chronique sur le SNC sont
établies de facon précise chez 'adulte grace &tekes postmortem et d'imagerie, elles sont
moins connues chez le fcetus et le nouveau né éxpoine alcoolisation anténatale et
porteurs d'un FAS ou d'un FASD, puisquelles n’ofdit I'objet que de quelques
publications. Néanmoins, a partir de I'étude neatbplogique la plus récente et la plus
exhaustive effectuée par Jarmasz et coll. en a01si que des études antérieures portant sur
un nombre plus restreint de cas [Jones et Smif3 1€larren. 1977 ; Clarren et coll., 1978,
Wisniewski, 1983 ; Roebuck, 1998 ; Guerri, 200@rndasz et coll., 2017] on remarque que
les Iésions induites par une PAE sont de nature \egiée dont la plus fréquente est la
micrencéphalie, alors que les anomalies de fermedurtube neural, I'holoprosencéphalie,
I'nydrocéphalie et les anomalies du corps calleant lus rarement observées au cours de la
vie foetale et de la petite enfance. La diverség késions pourrait étre en partie expliquée par
une consommation maternelle simultanée de plusisutsstances addictives et/ou de
médicaments ainsi qu’aux modalités variées de tBs@mmation d’alcool qui ne permettent
pas de déterminer clairement les relations de caleféet dans la genése des lésions. Enfin,
ces études sont purement descriptives, et I'étedentgecanismes physiopathologiques chez

I’'humain n’ont fait, a notre connaissance, I'olg&ucune publication.

L'étude des mécanismes physiopathologiques du FASBain se heurte a de
nombreuses difficultés en raison de la multiplieitade la complexité des variables a prendre
en compte, qu’il s’agisse des conditions socio-éougues, de I'état de santé de la mére, de
ses carences alimentaires éventuelles, des maddéitéonsommation d’alcool et de la fenétre
d’ exposition du foetus a I'éthanol pendant la ggese. Ces difficultés peuvent étre en partie
résolues par l'utilisation de modéles animaux,Iswimples et efficaces pour comprendre les
mécanismes moléculaires sous-jacents a la tératiigénoxicité de I'alcool et pour dépister
les altérations cognitives et comportementales. medéles animaux permettent également

d'évaluer différentes approches thérapeutigues dansadre d’études précliniques qui
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puissent étre transposées a de futures étudegudmhumaines [Almeida et coll., 202Dés
premiers modeles animaux furent développés poyegétas descriptions cliniques de Jones
et Smith [Jones et coll., 1973]. Depuis lors, ulghmre de modeles a été mise au point tenant
compte de la dose administrée, du mode de consaam{ahronique ou binge), de la période
a laquelle les animaux sont traités, de facteumsitimmnels et d’exposition conjointe a
d’autres substances toxiques [Lussier et coll.,7R0Tintérét majeur de ce type d’études est
d’apporter des données presque impossibles a olganclinique. Un autre intérét est de
pouvoir établir des corrélations entre les tissastraux et périphériques, car les études
cliniques n'ont pas facilement acces aux tissudtiques » tels que le cerveau, et méme s'il
s’agit d’'un prélévement postmortem, le délai postera peut altérer le tissu cérébral. Par
ailleurs, les modeles animaux permettent d’études mécanismes moléculaires qui
soutendent les conséquences de la PAE, ce qui uvoee vers l'identification de nouveaux
biomarqueurs. Depuis quelques années, des pragraficatifs ont été réalisés concernant la
caractérisation des altérations neurodéveloppeteshtaeurocognitives et comportementales
associées a la PAE, ainsi que I'élucidation desam@&mes moléculaires par lesquels ces
altérations se produisent a différentes doses eemd'exposition a l'alcool [Lussier et coll.,
2017].

Bien que les primates représentent en théorie deld« standard », les difficultés
d’utilisation sont essentiellement liées a la dulléda gestation et aux limites éthiques. Les
petits mammiféeres, et surtout les rongeurs, senateémaux les plus utilisés car ils permettent
d’étudier toutes les structures cérébrales et utainbenombre de comportements complexes,
en particulier chez le rat dont le comportementphst sophistiqué que celui de la souris. Ce
sont néanmoins les souris qui sont les mammif@eplus couramment utilisés en raison de
I'accessibilité aux modeéles transgéniques, dedeurte durée de vie et de leur physiologie et
génétique de base similaires a celles des humhkiest maintenant possible d’établir des
corrélations entre développement murin et humaimagson de la connaissance précise de
I'équivalence des différents stades développemgnéatre ces deux especes. Le premier
trimestre de la grossesse humaine correspond ériadp de gestation E1-E10/11 chez la
souris et le rat respectivement. Le second trireestrrespond a E11-E21/22 et le troisieme
trimestre correspond chez la souris et le rat @aélaode postnatale P1-P10 [Barateiro et
Fernandes, 2014 ; Almeida et coll., 2020¢pendant, Iproblématique principale est liée au
fait que le troisieme trimestre chez I'humain cepend a la période post-natale chez les

rongeurs et que par conseéquent, les processusitiba, de distribution, de métabolisme et

200



d'élimination de l'alcool seront différents, I'albee de molécules sécrétées par le placenta
étant susceptible de modifier les conditions etdssiltats expérimentaux.

En raison de ses propriétés pharmacologiquetiahél passe facilement la barriere
hémato-encéphalique et atteint rapidement le cardeafcetus. A partir des multiples études
reproduisant une PAE réalisées chez I'animah eitro, il a été démontré que l'alcool affecte
les trois grands processus se déroulant au coutgviioppement: prolifération, migration et
différenciation/maturation. L’alcool accroit la nharellulaire par apoptose [Ikonomidou et
coll., 2000 ; Naseer et coll., 2014], affecte liagenese des astrocytes et des [Manzo-Avalos
et Saavedra-Molina, 2010] oligodendrocytes [Coutts Harrison, 2015] et interagit
étroitement avec les systemes de neurotransmissatainment avec le systeme excitateur
glutamatergique [Nevo et Hamon, 1995] et le systérhibiteur GABAergique [Zorumski et
coll., 2014].

Les anomalies de la neuronogénese induites parPéie ont été particulierement
étudiées sur les modeles murins, et surtout daosrtex hippocampique. Si les phénomenes
de prolifération cellulaire surviennent tout au domu développement, la phase de
prolifération la plus intense est située entre Bt1lB21 chez la souris et entre E11 et E22 chez
le rat, correspondant au®™? trimestre de la grossesse chez I'humain. Les denné
actuellement disponibles chez la souris indiquarg Bexposition prénatale et néonatale a
l'alcool entraine une réduction du nombre de nexsomatures et immatures mais cette
réduction est moindre lorsque l'exposition a I'dthaest discontinue. En cas de binge
drinking, I'alcool aurait une action directe surdgcle cellulaire des progéniteurs du gyrus
denté Sox2-positifs dont les capacités proliféestigont diminuées, qu’ils soient a destinée
gliale ou neuronale avec présence de progéniemtiopiques dans le hile et la moléculaire de
I'hippocampe. Cet effet est cependant réversibtedeax semaines apres l'arrét de la prise
d’alcool, il existe une néo-neurogénese réactidanmh rapport avec une augmentation du
nombre de cellules Sox2-positives en phase S et,@RVs que ni le nombre de progéniteurs
en G1 ni le nombre de cellules a destinée neuranalgliale (GFAP et NeuroD1-positives)
ne varie par rapport a des contréles, ce qui téneoitjune augmentation sélective du pool de
progéniteurs dans le gyrus denté qui supporteesntonctions de mémoire et d’apprentissage

apres leur différentiation [Nickell et coll., 2017]

Au cours de la migration des interneurones GABAmIgs, la PAE induit une

altération des niveaux de méthylation de la voieCM2-BDNF/DIX5 par mécanisme
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épigénétique. MeCP2 régule I'expression du BDNFRnanqueur de plasticité neuronale et de
survie cellulaire, également connu pour influendar migration des interneurones
GABAergiques, et la transcription de DIx5, factemmpligué dans la migration et la
maturation des interneurones GABAergiques cheotgeur [Martinowich et coll., 2003 ;
Horike et coll., 2005]. Les effets a long termeladd®AE sur la prolifération et la migration
ont été évalués chez des rats exposés a l'alcamas de la gestation. Une PAE entre E6 et
E21 entraine un retard de migration des neuronaérgé précocement et tardivement. Des
travaux plus anciens avaient déja permis d'établie I'éthanol bloque la migration
neuronale, entrainant une désynchronisation du lolgwement cortical, entravant donc
I'établissement du réseau neuronal cortical [Mill&¥93]. Contrairement a ce que nous avons
observé chez 'humain, la PAE est responsable thesouris d’une augmentation de la
génération des interneurones dans les GE ainsinguaugmentation du nombre
d’interneurones GABAergiques exprimant la parvalmerdans le cortex préfrontal médial
adulte [Skorput et coll., 2016].

Au cours et au décours de la phase de différemiatialcool modifie les niveaux
d’expression des neurotransmetteurs, en premierdie glutamate ainsi que du nombre de
son récepteur ionotropiqgue NMDA. Sur un modéle aleayant été soumis a une PAE, la
combinaison d’'une surexpression des récepteursAAGt d’'une inhibition des récepteurs
NMDA entraine une neurodégénérescence au coursadeétiode de synaptogénese
[Sanderson et coll., 2009], période durant laquedlerviennent des modifications
biochimiques et morphologiques sur les versants girpost-synaptiques. En fonction des
modalités d’alcoolisation des animaux, les effetsl'®xpression et la fonction du récepteur
NMDA sont variables : une consommation aigle dalca pour effet d’inhiber la
conductance cationique du récepteur alors qu’'umsammation chronique d’alcool a pour
effet d’augmenter la transmission glutamatergideeelpy et Mihic, 2015]. Chez les rongeurs,
la maturation des connexions synaptiques s'effeparalant la période postnatale, et la PAE
affecte le niveau d'expression de protéines symagsi telles que la synapsine 1, la GAP-43,
la synaptophysine et synaptotagmine, ou de praépust-synaptiques comme MAP2 et

neurogranine [Almeida et coll., 2020].

Le cerveau des primates non hominiens et humaditaocaractéristique particuliere
de posséder un nombre plus élevé de neurones GARfes dans le néocortex que celui des
rongeurs [DeFelipe et coll., 2006], source d'ungnantation de la diversité moléculaire,
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biochimique et morphologique [Lim et coll., 2018F’il existe des descriptions
neuropathologiques humaines dans la littératurejyila pas a notre connaissance d’études
chez I'humain ayant ciblé spécifiguement le syst&AdAergique et la glie de myélinisation
sur une cohorte de cerveaux a de nombreux staddéwdloppement en situation normale et
pathologique d’exposition a l'alcool. Nous avonsndoréalisé deux études qui oaté
exposées dans le chapitre Résultats. Il faut swedigd’'emblée que les vérifications
anatomiques apres IMG ou MFIU chez des foetus petde FAS ou FASD sont tres peu
nombreuses, ce qui constitue une limite a I'in&gtion de nos données en raison de la
rareté du matériel disponible. Bien que la coha@tiediée recouvre la plupart des stades
développementaux importants, nous n'avions a radifegosition qu’un seul ou parfois deux
cas pour lesquels les modalités d’exposition regiiapas toujours précisées, ce qui explique
au moins partiellement les discordances parfoigmées. Une autre limite est liée au fait que
les prélevements cérébraux étudiés avaient étéaptément fixés, parfois longuement, par le
formaldéhyde et que les technigues réalisablestissm paraffiné sont restreintes. Enfin,
l'interprétation des immunomarquages est parfdiicdé sur certains tissus postmortem, et

les résultats doivent étre interprétés avec pramaut

Ainsi que nous l'avons observé dans notre premgratl, la PAE détermine une
interneuronopathie caractérisée par une diminutidon nombre d’interneurones
GABAergiques et calrétininergiques dans le cortexfat majeur, une anomalie de la
répartition de ces cellules qui sont situées dassbuches profondes de la plaque corticale
comme observé dans le cortex du modéle murin dgpélpar notre équipe, alors qu’elles
sont situées dans les couches Il et Il dans eeerhumain normal [Léger et coll., 2020b].
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Figure 42 : Interneurones calrétininergiques de morphologieolaipe situées dans les
couches lI-11l d’'un cortex humain normal & 36 SArrespondant a la classe d’'interneurones
Htr3a et la sous-classe VIP+/CCK- (CR+) selon &ssification de Lim (source : résultats de

notre thése).

Les interneuronopathies regroupent un vaste erlsatetmaladies associées a des altérations
du développement, de la migration, de la difféamin ou de la fonction des interneurones.
Ce terme fut introduit en 2005 par Kato et Dobynsréférence aux signes cliniques et
morphologiques observés dans le syndrome X-LAGiriKeld Lissencephaly with Abnormal
Genitalia, MIM#300215) dans lequel il existe unelegsie réfractaire liée a un défaut de
spécification et de migration des interneurones @AMGiques. Actuellement, les
interneuronopathies constitutionnelles regroupgateiment les anomalies de I'organogénése
du SNC (holoprosencéphalies et lissencephaliesgreéphalopathies épileptogénes précoces
se manifestant le plus souvent par un syndrome es&t Wl'Ohtahara ou de Dravet, un certain
nombre de pathologies syndromiques comme le syremenl’ X Fragile, le syndrome de
Rett, le syndrome de la Tourette et la neurofibitosea ainsi que certaines affections
neuropsychiatriques comme les troubles du speaitstigue et la schizophrénie.es
étiologies des interneuronopathies dites acquises wariées, mais sont dominées par la
prématurité.

Au sein des anomalies de I'organogénese, I'holepphalie (HPE) est la forme la
plus sévére et de survenue la plus précoce, as cmuta 5™ semaine de développement.
Elle résulte d'une absence compléete ou partielle ctieage du prosencéphale en 2

hémisphéeres cérébraux [Marcorelles et Laquerri@,0]. Les interneurones corticaux
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exprimant NOS, NPY et SST, sont soit absents, @misidérablement réduits dans les cas
foetaux et infantiles d’'HPE, alors que la sous-paipah d'interneurones calrétininergiques ne
semble pas affectée [Fertuzinhos et coll., 2009].

Un développement aberrant des systemes GABAergigugg décrit chez I'humain
dans le cadre des anomalies de la migration nelegronan groupe hétérogéne de
malformations cérébrales dont la forme la plussg\est la lissencéphalie, encore appelée
agyrie/pachygyrie, caractérisée par une absencaeuaréfaction des gyri et des sillons et un
cortex désorganisé et épais. Les manifestatiomsquks consistent en un retard mental
profond et une épilepsie réfractaire, et le diatjnosst basé sur les données de I'IRM et
I'examen neuropathologique. Dans la lissencéplidigype 1 ou lissencéphalie classique liée
a des mutations sur le gehés1 [MIM#607432] ou a des remaniements chromosomiques
impliquant la région 17p.13, les interneurones ayaigré dans la plaque corticale sont
correctement positionnés dans les couches supdldii mais les interneurones
GABAergiques sont également identifiés dans la Zzotemédiaire et dans les EGL. Dans la
lissencéphalie de type 1 liée a I'X due a des rauiatsur le gen®CX [MIM#300121], de
rares interneurones se dispersent dans la plagueat®, associés a une accumulation
massive dans la zone intermédiaire et les régipésventriculaires, et persistent
anormalement dans les GE a un stade ou cellesvcaidat avoir régressé [Marcorelles et
coll., 2010]. Dans la lissencéphalie de type 1 rawva » liee a I'X avec des organes geénitaux
anormaux (syndrome X-LAG), les patients de sexe colas présentent une épilepsie
pharmacorésistante avec convulsions cloniques surd@clonies dés la fin de la période
foetale. L'IRM cérébrale objective une pachygyriééaeure et une agyrie postérieure avec
un cortex légérement épaissi, une ageneésie du aalpesux et des noyaux gris centraux
dysplasiques et hypoplasiques, confirmés par lededt neuropathologiques qui ont mis en
évidence une quasi-absence d’interneurones dagsrtex en rapport avec un défaut de
production et de différentiation [Bonneau et call001]. Il a d'ailleurs été montré dans le
cerveau de souris knock-out pofirx, une migration tangentielle et une différenciataes
interneurones GABAergiques aberrantes [FriocourPatnavelas, 2010]. En fonction du
phénotype observé, les mutations dans le gétépeuvent étre divisées en deux groupes. Le
premier groupe comporte des malformations cérébr@egndrome X-LAG et syndrome de
Proud) [Kato et coll., 2004]. Dans le second groules malformations cérébrales sont
absentes et les patients présentent une déficiemekectuelle liée a I'X avec ou sans
épilepsie, ou un syndrome de Partington qui asstidieience intellectuelle et mouvements
dystoniques des mains [MIM#180849] [Friocourt dt.c8006; Curie et coll., 2018].
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Les interneurones GABAergiques jouent un réle iafutans le traitement cognitif en
ajustant avec précision les oscillations de |'#€étimeuronale au niveau des réseaux qui sous-
tendent I'apprentissage et la mémoire [Wang et, @ilL0]. Des défauts de prolifération et de
migration de sous-classes spécifiques d'interne@sr@ABAergiques ont été incriminés dans
des pathologies de survenue plus tardive, en phetiic dans les encéphalopathies
épileptogenes précoces, les troubles du spectistiqué, et la schizophrénie [DeFelipe 1999;
Uhlhaas et Singer 2010 ; Marin 2012]. Les étiolsgies encéphalopathies épileptogénes
précoces sont génétiguement et phénotypiquemedrtolgéines, et pour un phénotype donné,
plusieurs genes peuvent étre en cause. A l'inversenéme variant pathogene dans un gene
donné peut étre responsable de phénotypes dif(érehes génes les plus fréquemment
impliqués codent pour des canaux ioniques alorslegmgenes impliqués dans les voies de
signalisation GABAergiques et glutamatergiques ganut nombreux ARX, ERBB4, FOXG1,
GRIN1, GRIN2A et GRIN2BMc Tage et coll.,, 2016]. Une défaillance des clions
inhibitrices du systeme GABAergique a égalemeniréfdiquée dans la genése de I'épilepsie
des dysplasies corticales [D'Antuono et coll., 200@ossart et coll., 2005], les synapses
GABAergiques étant toujours fonctionnelles maigaes excitatrices [Represa et Ben-Ari,
2005]. Dans l'épilepsie temporale, il existe unieni@ation sélective de sous-populations
spécifiqgues d'interneurones et les anomalies fomcélles des interneurones survivants
provoquent un dysfonctionnement des fonctions itiles [Zaitsev, 2016]. Les troubles du
spectre autistique et la schizophrénie sont desctédhs neuropsychiatriques qui ont en
commun des troubles cognitifs avec un substratumétggue extrémement variable et
complexe mais avec un phénotype comportemental adeng des similitudes. Des études
ont montré une implication de voies de signalisatielles que la voie du transporteur
vésiculaire du glutamate et du GABA, de l'activiieés récepteurs NMDA, GABA et
GABAg dans les deux affections, suggérant l'existencepedgurbations de voies de
signalisation communes impliquées dans I'hnoméastascitation-inhibition [Gao et Penzes,
2015]. Il n'est cependant pas clairement établi eXiste une diminution du nombre
d’interneurones GABAergiques ou s’il s’agit d'un sfignctionnement, ou encore d’une
expression génique aberrante au niveau de cedesellDes mesures non invasives par
spectroscopie-IRM ont montré une réduction desanixede GABA dans le cortex frontal,
moteur, somato-sensoriel et auditif des patientss Btudes postmortem ont révélé une
diminution du nombre d’interneurones parvalbumirgrgs dans le cortex préfrontal des
patients avec troubles du spectre autistique efpdasnts schizophrenes [Rapanelli et coll.,
2017 ; Reynolds et Beasley, 2001].
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Chaque année, environ 15 millions de nourrissoasisdle monde naissent
prématurément et environ 1,9 million d’entre euxssent avec un poids de naissance tres
faible (<1500 g). Des études en imagerie ont mamir existe une diminution significative
du volume de substance grise corticale qui pergeralant I'enfance et I'adolescence et se
manifeste par une déficience neuro-développementaliérée a sévere a partir de I'age d'l
an [Dyet et coll.,, 2006; Thompson et coll., 2007Un certain nombre de patients nés
prématurément souffrent de troubles neurocomporiaug dés I'enfance ou
I'adolescence tels que troubles de [l'attention,ehggtivité, anxiété, épilepsie et spectre
autistique [De Kieviet et coll., 2012]. Ces anoraslheurocomportementales sont attribuées a
des perturbations de la morphologie et de la fonctles interneurones corticaux [Marin,
2012]. Alors que la neurogénese des interneuromgmugrsuit jusqu'a la fin de la grossesse
humaine, et aprés la naissance en ce qui cont&sriaterneurones parvalbuminergiques a
destinée préfrontale, la prématurité pourrait inata production d'interneurones corticaux
[Malik et coll., 2013].

Qu'il s’agisse de substances addictives ou de caéuknts, la prise de toxiques est
souvent sous-estimée lors du bilan étiologique &’'anomalie cérébrale et ce, malgré une
littérature abondante qui ne concerne cependantdgaecas isolés ou de petites séries. De
multiples substances ont été incriminées dansrieesue d’une interneuronopathie et il n’est
pas possible d’en dresser une liste exhaustiveareAd'exemple, les métaux comme le plomb
[Duan et coll., 2017] ou I'aluminium [Inohama etllco2018], des anesthésiques comme la
kétamine (antagoniste du NMDA) [Zhang et coll.,, @Q1Aligny et coll., 2014], des
médicaments comme les antiépileptiques tel quélkacalproique [Watanabe et coll., 2017],
ou les benzodiazépines [Haas et coll.,, 2013], deseptiques comme I’hexachlorophéne
[Watanabe et coll., 2018], des drogues illicitesiote la cocaine [McCarthy et coll., 2012] ou
la phencyclidine (anti-NMDA) [Okamoto et coll.,, Z8J1ou bien encore des neurotoxines
comme le 3,3-iminodipropionirite retrouvé dans lédgume le Lathyrus sativus ou pois
d’herbe [Tanaka et coll., 2019]. La kétamine, utaganiste non compétitif du NMDA, trés
utilisée comme anesthésique en pédiatrie neonasti&galement une drogue illicite appelée
Super K ou KitKkat consommée par les adolescentesejeunes adultes. Dans le cerveau
immature, malgré plusieurs études indiquant quealgagonistes du NMDA ont un effet
neuroprotecteur contre la survenue de lésionsaxkmitiques, il est établi que ces molécules
exercent un effet délétere en supprimant la fondiiophique du glutamate. En utilisant des

souris Gad67-GFP, il a été montré que I'expospi@matale a la kétamine au moment ou les
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précurseurs GABAergiques migrent entraine une napbptotique massive dans les
éminences ganglionnaires et des interneurones GARBfiees en migration et une diminution

de la densité en interneurones [Aligny et coll140

Il est reconnu qu'une PAE provoque une migratiangentielle aberrante des
interneurones GABAergiques et des altérations & lterme des fonctions du cortex
préfrontal. L'interneuronopathie contribuerait danimgre significative a la physiopathologie
du FASD. La migration tangentielle dépendant detiVaé des neurones corticaux
GABAergiques s’effectue grace aux réponses dépalaies induites par le GABA ambiant
présent dans la plaque corticale. Chez la solgigosition a I'éthanol potentialise I'action
dépolarisante du GABA sur les interneurones GABAgrgs corticaux. L'antagonisme
pharmacologique du co-transporteur NKCC1 atténuygotantialisation induite par I'éthanol
de la dépolarisation du GABA, prévenant ainsi lgration tangentielle aberrante induite par
I'éthanol in vitro [pour revue, Deidda et coll.,12). Il est établi que la migration et le
positionnement des interneurones GABAergiques dansortex sont controlés par les
microvaisseaux corticaux [Won et coll., 2013] eedangiogenése corticale dans le cerveau
humain foetal est altérée par I'exposition préeadal'alcool [Jégou et coll., 2012]. Dans la
présente étude, nous avons observé qu'une praporignificative d’interneurones
GABAergiques exprimant la calrétinine n’étaient pascontact avec la face abluminale des
vaisseaux, mais restaient situés a distance deseaaix dés le début du troisieme trimestre de
gestation, ce qui pourrait également expliquer duvais positionnement des interneurones
dans les cerveaux FASD. Récemment, Léger et colt. d@montré qu’au cours du
développement, le glutamate stimule l'activité plegéases endothéliales MMP-9 et t-PA afin
d’assurer une croissance du réseau vasculaireanti@al. Ces auteurs ont également montre
que linvalidation du t-PA et I'administration ifve d'un inhibiteur de la MMP entrainaient
un positionnement inadéquat des interneurones GAlAestent dans les couches corticales
profondes impliquant que le glutamate, via sonptaag NMDA endothélial dépendant du t-
PA, contréle la migration vasculaire des interneeso GABA en régulant l'activité de la
protéase endothéliale. L'alcool altere l'activieggulée par le glutamate endothélial et le
positionnement des interneurones en modifiantiViéetdes métalloprotéinases [Léger et
coll., 2020a ; Léger et coll., 2020b]. D'apres césultats, il est fortement suggéré que le
dysfonctionnement endothélial induit par l'alcoaligse contribuer a la malposition des
interneurones GABAergiques exprimant la calrétirgone nous avons aussi observée chez le

foetus humain.
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Depuis une dizaine d'années, plusieurs équipesosé fecalisées sur les effets
delétéres de l'alcool sur la macroglie qui seraient partie responsables des atteintes
neurologiques présentes chez les enfants portaums=FAS ou d’'un FASD. Une PAE induit
une diminution des capacités prolifératives delia adiaire et des cellules astrocytaires, et
perturbe la maturation et la survie des oligodecytas et donc la myélinisation, impactant la
conduction axonale [Wilhelm et Guizzetti, 2016]ekposition prénatale a I'’éthanol perturbe
de maniére persistante le métabolisme des cellglietes qui sont impliquées dans de
nombreux processus tels que l'utilisation du glecdans diverses régions cérébrales comme
le cortex frontal et le corps calleux. Des 1989daster et coll. avaient démontré dans un
modele murin une réduction de la myélinogénesesaprie PAE, qui persistait apres la
naissance [Lancaster et coll., 1989]. Une réducten protéines liees a lintégrité de la
myeéline (MBP, PLP et MOG) a été observée chez dagssmales adultes exposées a une
PAE de type Binge drinking pendant la gestationlaetlactation avec des troubles
comportementaux ultérieurs affectant les fonctiemecutives et la coordination motrice
[Cantacorps et coll.,, 2017]. Les astrocytes sordlefgent des cibles de l'alcool, tant en
période anténatale que chez l'adulte. Une PAE espansable d'une réduction de la
prolifération des progéniteurs et de leur surviend diminution de la différentiation des
astrocytes, de la libération de facteurs neuroitpms et de facteurs de croissance neuritique
comme la laminine et la fibronectine et stimuleptaduction d’inhibiteurs de la croissance
neuritique comme la chondroitine sulfate, lieesn& altération des différentes étapes du

transport vésiculaire intracellulaire [pour revi|helm et guizzetti, 2016].

Malgré la multiplicité des données obtenues chsarledeles animaux, peu de pistes
thérapeutiques sont encore proposées. Des traitemesant a réduire le stress oxydatif
provoqué par I'éthanol ont été proposés en raisola constatation d’'une augmentation de la
survie des neurones hippocampiques ainsi que dieesedu cervelet exposés a I'éthanol

traitées par de la vitamine E.
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stodesiuntest

Figure 43 : Liste des substances anti-oxydantes proposées léanasitement de la PAE
[D’apres Zhang et coll., 2018].

A titre d’exemple, l'astaxanthine atténuerait learé de croissance induit par le traitement
prénatal a I'éthanol en améliorant le niveau dpiledion du peroxyde d'’hydrogene et du
malonyl-dialdéhyde. La Vitamine E diminuerait lgess oxydatif en y adjoignant de la
vitamine C. La supplémentation en béta-carotenetégerait de la neurotoxicité induite par
l'alcool et la supplémentation prénatale en acwl@ude prénatal réduirait le RCIU. Le
traitement par les oméga-3 améliorerait l'augmemtatde ['activité de la glutathione
réductase ainsi que l'augmentation des substadaeves a l'acide thiobarbiturique induites
par l'alcool dans un modéle de rat [pour revuenghet coll., 2018].

Le Bumétanide a été également proposé pour rélinilerneuronopathie et sa prise a
été préconisée au cours du second trimestre. Caperog composé administré chez la souris
diminue le nombre d’interneurones parvalbuminerggqui ne sont générés chez I'humain
gu’aux alentours de la naissance [Skorput et &@0i16]. Ces auteurs ont également proposé
d’utiliser le NKCC1, cible pharmacologique pourpiase en charge du FASD. Des molécules
antagonistes du NMDA ont également été proposéesusaeptibles d’atténuer les anomalies
de la migration vasculaire des interneurones nesigibnnées restent controversées [Léger et
coll., 2020a]. En résumé, les nombreuses étudsarfaétat de possibilités thérapeutiques ont
éte réalisées sur des modéles murins et n‘ont fgat@ encore proposées chez I'humain,

restant donc encore trés spéculatives.

210



La suite de notre travail s’inscrit dans la contéuwle ceux de I'équipe, dont les
objectifs sont entre autres d’identifier de nouvediomarqueurs au cours de I'expostion
prénatale a I'acool. Nous avons commenceé a réalseréetudes immunohistochimiques sur
les placentas de patientes incluses dans le gklgjebrain, dont les résulats seront confrontés
aux données obtenues sur le sang de la mére aiuheau né, et au suivi a long terme des
enfants ayant été exposeés a l'alcool au cours deossesse. Un autre aspect intéressant est
I'existence chez les enfants ayant eu une PAE eduasculopathie rétinienne qui constitue un
marqueur d’alcoolisation foetale, et que nous noapgsons d’investiguer sur des cas fcetaux.
Les résultats pouraient ainsi étre confrontés & obtenus sur le modéle murin développé par

I'équipe.
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Prenatal alcohol exposure impairs autophagy in
neonatal brain cortical microvessels

Virginie Girault', Vianney Gilard*?, Florent ', Céline Lesueur™, Michelle Hauchecome', Yasmina Ramdani',
Annie Laquerriére’”, Stéphane Marret'”, Sylvie Jégou', Bruno Jose Gonzalez', Carole Brasse-Lagnel'® and Soumeya Bekri™'*#

Brain developmental lesions are a devastating consequence of prenatal alcohol exposure (PAE). We recently showed that PAE
affects cortical vascular development with major effects on angiogenesis and endothelial cell survival. The underlying molecular
mechanisms of these effects remain poorly understood. This study aimed at characterizing the ethanol exposure impact on the
autophagic process in brain microvessels in human fetuses with fetal alcohol syndrome (FAS) and in a PAE mouse model. Our
results indicate that PAE induces an increase of autophagic vacuole number in human fetal and neonatal mouse brain cortical
microvessels. Subsequently, ex vivo studies using green fluorescent protein (GFP)-LC3 mouse microvessel preparations revealed
that ethanol treatment alters autophagy in endothelial cells. Primary cultures of mouse brain microvascular endothelial cells were
used to characterize the underlying molecular mechanis ms. LC3 and p62 protein levels were significantly increased in endothelial
cells treated with 50 mM ethanol. The increase of autophagic vacuole number may be due to excessive autophagosome formation
assoclated with the partial inhibition of the mammalian target of mpamycin pathway upon ethanol exposure. In addition, the
progression from autophagosomes to autolysosomes, which was monitored using autophagic fiux inhibitors and mRFP-EGFP
vector, showed a decrease in the autolysosome number. Besides, a decrease in the Rab7 protein level was observed that may
underlie the impaiment of autophagosome-lysosome fusion. In addition, our results showed that ethanol-induced cell death is
likely to be mediated by decreased mitochondrial integrity and release of apoptosis-inducing factor. Interestingly, incubation of
cultured cells with rapamycin prevented ethanol effects on autophagic flux, ethanol-induced cell death and vascular plasticity.
Taken together, the se results are consistent with autophagy dysregulation in cortical microvessels upon ethanol exposure, which
could contribute to the defects in angiogenesis observed in patients with FAS. Moreover, our results suggest that rapamycin
represents a polential therapeutic strategy to reduce PAE-related brain developmental disorders.

Cell Death and Disease (2017) 8, 2610; doi:10.1038¢ddis 2017 29; published online 9 February 2017

Prenatal alcohol exposure (PAE) causes various fetal devel-
opmental abnommalities, with the brain being paricuarly
aflected.' Fetal alcohol syndrome (FAS) combines severe
sympbms including intrauterine growth retardation, a char-
acleristic cranidlacial dysmorphism, central nervous system
developmental abnormalities and behavioral/neurocognifve
disturbances. In industdalized counlries, FAS is the main
cause of acquired, nongenetic mental retardation.” Of note,
partial FAS (pFAS) patients are usually not recognized until
they present with psychosocial and dften neurcdevelopmental
disabilities during childhood. The most devasta conse-
quence of PAE in the developing brain is neuron loss,™ which
has an age-dependent window of vulnerability.5® Neurcnal
loss Is linked 1o massive apoplosis medialed by the intrinsic
apoptotic pathway via caspase-3 activation.” A recent study
suggested that the immature brain is particularly vulnerable to
ethana because of a high expression of proapopblic prolins
and low expression of genes involved in slress response
sysems such as unblded pralein response o aunpm:;y.'

It has also been shown that autophagy activation is a
neurcprotecve response hat alleviates ethana mdcly.’"c'
Autophagy is a process used by cells to recycle longived
proteins and delective organelles. During this housekeeping
process, the intracyoplasmic material is enclosed in double
membranes to form autophagosomes that are subsequently
delivered to lysosomes lor degradation. The autophagic
process s highly regulated; several autophagy-related genes
(Atg) are invdved in the formation and maturation of
autophagosomes. Microtubule-associated protein light chain
3 (MAP-LC3 or LC3), a mammalian homolog of yeast Alg8, is
a component of the autophagesome membrane. During
autophagy, the cylosolic LC3-l cytoscolic form is lipidized with
phosphatidylethanolamine © form LC3-Il, which binds to
autophagosomal membranes until its degradation in the
autolysosome."' LC3Il is therefore used as a marker of
autophagic vacuoles. The digestive function of autophagy
contributes to callular homeaostasis hrough quality contrd for
cytoplasmic components. Recent studies have implicated
autophagy in cell death by demonstrating many connecions
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1o apoplosis, a process with which autophagy shares
regulators.'>'? Autophagy is also an adaptive response to
nutrient stress that allows for macromolecule synthesis and
ATP production.'® Interest in autophagy is growing and
impairment of this process has been associated with an
everdengthening list of diseases.' In the brain, defects in the
key genes involved in autophagy lead to neurodevelopmental
abnormalities.'®

We recently showed that PAE affects cortical angiogenesis
in both mice and FAS patients suggesting that vascular
defects contribute to alcoholinduced brain abnormaiities.'”
Importantly, microvessels have recently been shownto havea
key role in nerve cell migration.'® PAE in mice leads to a lower
cortical vascular density, a loss of the microvessel radial
orientation and changes in VEGF receptor expression. In
humans, stage-dependent changes in the vascular network
have been observed in the coriex of fetuses with FAS. No
modification was noted between 20 and 22 weeks of gestation
(WG), butthe radial organization of cortical microvessels was
dearly altered in FAS patients from 30 WG. Moreover, it has
been demonstrated that alcohol affects angiogenesis in aduilt
nonhuman primates'? and mice.®@2' For example, alcohol
modifies wound healing and vessel generation by decreasing
angiogenesis.”® However, the underlying mechanisms are not
yet fully understood, and the effects of ethanol on autophagic
process have not been yet investigated. This study aimed to
investigate the potential efiects of PAE on the autophagic
process in cortical microvessels from pFAS/FAS human
fetuses and from mice prenatally exposed to ethanol. The
underlying molecular mechanisms were also investigated in
mouse primary microvascular endothelial cells (MPMVEC).

Results

PAE induces an increase of autophagic vacuoles number
in human fetal and neonatal mouse cortical microvessels.
Four human fetuses at developmental stages ranging from 29
to 34 WG were analyzed by immunchistochemistry using ant-
LC3 and ani-GLUT1 (endothelial cell marker) antibodies. This
immunolabeling revealed strong LC3-positive staining in the
cortex of pFAS/FAS fetuses compared to control cortices
(Figura 1a).

Numerous LC3 puncla were observed in cortical micro-
vessels of pFAS/FAS letuses, whereas cortical microvessels
from control fetusas displayed less intense and more diffuse
LC3 staining (Figure 1b). The number of LC3-positive dols per
endothelial cell was quantified. All pFAS/FAS fetal cortices
displayed a significant increase in LC3-positive dots com-
pared to control cases (Figure 1c¢), suggesting that the number
of autophagy vacuoles increases in cortical microvessels
upon PAE.

Further experiments were conducted using previously
validated model;'” pregnant mice received daily s.c. injections
of sodium chioride or ethanol. Microvessels were exiracted
from pup brains at P2 and immunolabeled with anti-LC3
antibody. Confocal microscopy showed that LC3 signal was
uniformiy distributed in microvessels from control mice while it
was restricted to dots in microvessels from animals with PAE
(Figures 2a and b).
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Besides, coriical microvessels were extracted from the
neonatal cerebral cortex of green flucrescent protein (GFP)-
LC3 C57BL/6 P2 mice and incubated with 50 mM ethanol for
6 h. GFP-LC3 was uniformly distributed in control conditions
while this signal was limited to dots after ethanol exposure
(Figures 2c and d). The number of LC3-positive dots was
quantified and a significant increase in LC3-positive dots was
observed in cells treated with ethanol compared to control
cells (Figure 2e). Anti-GLUT-1 antibody staining (Figure 2f)
enabled localizing GFP-LC3 puncta within endothelial cells.
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These data were then uploaded into Imans for three-
dimensional (3D) reconstitution and analyzed with the Imaris
MeasurementPro module. This 3D reconstitution indicates
that autophagic vacuoles were abundant and located within
the microvessel endothelial cells (Rgure 2g). This finding is
also ilustrated by the animation provided in Supplementary
Material

These data suggest that ethanol exposure impairs
autophagy in brain cortical microvascular endothelial cells.

Therefore, cultured MPMV EC were used to further investigate
if the LC3 puncta increase was relaed to excessive autoph-
agosome production (the generated vacuole number exceeds
that of he degraded vacuoles) or the inhibition of autophagic
process final steps **

Effect of ethanol on autophagy activity in brain MPMVEC.
LC3 immunoblotting using culured primary MPMVEC
derived from neonatal mouse brain allowed us b show that
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the addition of ethanol al concentrations from 25 to 200 mM
to the cultured cells led to an increase in the amount of
LC3-l (the autophagosome-associated form; 16 kDa) con-
sistent with a significant increase of autophagic vacuoles
(Figure 3a). The effect of 50mM ethanol was detected at
30 min and peaked at 2 h of ethanol incubation (Figure 3b).

Cell Death and Disease

The conditions used to further study the effects of ethanol on
MPMVEC were 50mM ethanol incubation for 2h. Impor-
tantly, no significant change in LC3, Bedlin1, ATG5, ATG3and
ATG7 mBNA levels was observed after 2h of ethanol
exposure (Figure 3c), suggesting that ethand acts on the
autophagic process at a post-ranscriptional level.
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Acetaldehyde, the major ethanol metabolite, promotes
autophagy disturbances in brain MPMVEC. We investi-
gated whether ethand or its metabolie, the acetaldehyde,
underies the bidogical effect. The additon of 4-methylpy razole
(4-MP at 10 mM), which inhibits ethanol oxidation and blocks

formation, prior © he ethanol incubation
(2h with 50mM ethanol), prevents te ethanolinduced
increase of the LC3-l protein level (Figure 3d). In additon,
incubation with 100 uM acetaldehyde for 2 h induced a twofold
significant increase in the LC3-l protein level (Figure 3e).
These data indicate that ethanol, through its ransformation into
acetaldehyde, induces an increase in the LC3-1l protein level at
a posttranscriptional stage.

Influence of ethanol on the inital stages of the
autophagic process in brain MPMVEC. The LC3-I level
increases as a result of enhanced formation or decreased
autophagosome tumover. Inhibition of the mammalian target
of rapamycin (mTOR) signaling pathway, a central regulabr
of cell metabolism, growt, proliferation and survival, acti-
vaies autophagy by increasing aubphagosome formation. To
determine the effect of ethanol on this pathway, westem blot
analyses focusing on 70 kDa ribosomal S6 kinase (p70S6K)
and transiation repressor protein 4E-BP1, which are phos-
phorylated by mTOR, were pedormed. As shown in
Figures 4a and b, a significant decrease in phosphorylated
p70SEK was observed after 30 min of incubation with both
ethanol and Krebs medium, a starvation condition known to
activate autophagy by inhibiting the mTOR pathway and
decreasing p70S6K phosphorylation. However, after 1 or 2h
of incubation, ethanol had a lower effect than that obsarved
with Krebs medium. Phosphorylation of 4E-BP1 decreased
significantly after 1h. These results indicate that mTOR
inhibition could be involved, at least in part, in the ethanol-
induced increase in autaphagic vacuoles number.

Ethanol effect on autophagic flux in brain MPMVEC. The
ethanol effect on autophagy activity was investigated by
studying the level of sequestosome 1. Sequestosome 1 (p&2)
is a scaffolding protein that interacts with LC3 and is deg-
raded bllowing the fusion between autophagosomes and
lysosomes.”® Immunoblot experiments revealed a progres-
sive and significant increase in the level of p62 prokinincells
cultured with 50mM ethanol (Figure 4c), without the p62
mRNA level being affected (Figure 3c). Thus, ethanol inhibits
p62 protein degradation within the autolysosomes, suggest
ing hat ethanol blocks or reduces the autophagic vacuocle
turnover.

To confim these results, autophagic flux assays were
performed by inhibiting the degradation of autdysosome
content. Thus, LC3 turnover was assessed in the presence
of lysosomal protease inhibitors, E64d and pepstatin A. Cells
were treated with these inhibitors for 1 h, and then with 50 mM
ethanol or Krebs medium for 2 h. As expected, a higherlevel of
LC3-ll protein was observed in cells cultured with protease
inhibitors or with Krebs medium compared to cells cultured
with the control medium. Basal autophagy is significantly
higher in ethanol-treated cells compared to control cells
(Figure 4d). There is a significant difference of LC3-11 level
between ethanol condition and ethanol plus protease

Prenatal alcohol &xp
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inhibitors. However, no further significant increase in the
protein level was observed in cells cultured with ethanol and
protease inhibitors compared to control cells treated with
inhibitors alone. Besides, the induction of autophagic vacuole
formation upon starvation conditions was confirmed by a
significant increase in the LC3-11 protein level in cells cultured
with Krebs medium along with protease inhibitors compared to
cells treated with inhibitors alone (Figure 4d). Treatment
with Bafilomycin A1, a strong inhibitor of the vacuolar type
H'-ATPase that blocks the fusion step of the autophagic
process allows to yield simitar results with no difference
between cells treated with Bafiomycin and cells treated with
ethanol and Baflomycin (Figure 4e).

LC3 immunofiuorescence assay revealed that the LC3-
positive puncta density was two fdd higher in cdls incubated
with 50mM ethanol for 2h compared to control cells
(Figure 5a). In these experiments, a significant increase was
also obsarved in cells cultured with ethand and protease
inhibitor or Baflomycin A1 compared to cells treated with
ethanol alone. However, the number of LC3-positive dots was
not significantly higher in cells cultured with ethanol and
protease inhibitors or Bafilomycin A1 compared to cells
cultured with protease inhibitors alone or Bafilomycin A1.
These data suggest that ethanol induces a partial block in
autophagic flux.

Ethanol impairs autophagosome-lysosome fusion in
brain MPMVEC. Tandem fluoresc LC3 repor-
ters (TagRFP-EmGFP-LC3) is used for monitoring
aubphagic flux in living cells to enable diflerentiating
aubphagosomes from autolysosomes. The addic environ-
ment within the lysosome quenches EmGFP green fluores-
cent signal, but has no effect on that of TagRFP. On merged
images, yellow dots (i.e., RFP*GFP") comespond to autop-
hagosomes, whereas red dois (le., RFP*GFP-) indicate
aublysosomes. In these experments, MPMVEC were
incubated for 2h with or without 50 mM ethanol, then over-
night with protease inhibibrs to prevent the degradation of
aubphagic vacuoles allowing, thus, their visualization. The
number of red dots was significantly lower in the presence of
ehanol (Figure 5a), with a significant decrease of the red/
green dot ratio compared to control cedlls (Figure 5b). The
smaller number of aublysosomes (red dots) in ehanol-
treated cells compared to control cells suggests that ethanol
exposure impairs autophagic flux by decreasing the rate of
fusion between and lysosomes. Interest-
ingly, when rmpamycin, an mTOR inhibitor that activates the
autophagic process, was added to endothelial cell cultures
atter 2 h of ethanol incubation, some red dots were observed
anew indicating that rapamycin can restore aubphagic flux
and promote the fomnation of autolysosomes tat was
impaired by ethanol. Of note, the number of red dots in the
presence of rapamycin alone was similar to that of control
cells (Figure 5b).

We then studied the expression of the lysosomal proweins
Rab7 and LAMPZ2 involved in the aublysosome formation.
Western blotting showed that in cells exposed to
ehanol, he level of Rab7 was midy but significantly
reduced compared to that of cells cultured in control
conditions. No differences in the LAMPZ protein level

Cell Death and Disease
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(Figure 5¢) or the Rab7 or LAMP2 mRNA levels
(Figure 5d) were observed. Thus, in endothelial cells,
Rab7 could be spedifically targeted upon ethanol-induced

Modulation of autophagy prevents cortical microvessel
damages and MPMVEC death induced by ethanol
exposure. Since ethand has previously been shown to affect
vascular plasticity and b promote microvessel cell death,'” we
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inhibioss () or Balomycn Al je) and fen wih or wihout 50 mM efhanal or Ksbs medum for 2 h Westen biat analyss were periormad 10 determine LC34 protain level The
vayas shown as means = 5. EM forfouwr independent aperments and a® axpsssed as the LC3-Ijfactn raio nomazed 1o 100 br urtrested cells. *P< 0.05 wesus contel;

P 005 vesus efnd sone; *P< 005 vesus T conrd winh professe ichibioss; NS,
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investigated the effect of different modulators of autophagy on
ethanol-relaled damages. As expecled, ime-apse acquisition
showed that ethanol exposure reduces the vascular plasticity
and thus vessd length, while the treatment with rapamycin
prevented this eflect (Figure Ga). Of rota, no eflect was
observed wih rapamycin aone, In addion, rapamycin

Call Death and Disease

decreased the rate of cell death induced by either ethanol or
acetakiehyde (Figures 6b and c). Bafiomycin A1 and two
inhibitors of autophagy initation steps (3-methyladenine and
wortmamnin) induced a very significant increase in the number
of dead cells. No furher increase upon athanol exposume was
abserved in the presence of these inhibiors (Figures 6b and c).
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Taken wogether, these resuls showed that endothelial Ethanol enhances the nuclear translocation of
cells are very sensitive to aubphagosome accumula- apoptosis-inducing factor. To darfy the mechanisms of
tion and that the eothand bxicty may be prevented by ethanol toxicty, we investigated apoplosis pathways.

rapamycin.

Ethanolinduced cel death is likely to be caspase-3
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independent since the level of cleaved caspase-3 protein was
not higher in ethanol-treated cells for 6 h compared to control
cells (Figure 7a). JC-1, a cationic dye, selectivaly enters
mitochondria upon a decrease of membrane potential,
causi? a reversible change of their color from red ©
green*® A decrease of red puncta dots was observed in
cells incubated with either ethanol or acetadehyde
(Figwes 7b and c). Apoplosis-inducing factor (AlF) is a
caspase-ndependent death effector that induces chromatin
condensation and DNA fragmentation when translocated inio
the nuclei2® A significant increase in AIF nuclear transloca-
tion was observed in cells that were incubated with either
ethanol or acetaldehyde (Figure 7d). Ethanol or acetaldehyde
conceivably induces endothelial cell deah through a
caspase-ndependent pathway mediated by mitochondrial
release of AIF and its nuclear translocation.

Discussion

In this study, we investigated whether the observed ethanol-
related damages of microvessd endathelial cells in the
developing brain was assodialed with impaired autophagy.

A significant autophagic vacuole accumulalion was
observed in pFAS/FAS human and mouse brain cortcal
microvessels following PAE. This accumulation may favor the
formation of intracellular aggregates and likely hastens cell
injury and death. The accumulation of autophagic vacuoles
may contribute to the vascular network disturbances observed
in both humans and mice upon PAE. However, little is currently
known about the role of autophagy in vascular biology,
particdary in the brain?” In the human brain, arterial and
venous development starts at 6 WG, a the same time as
neurogenesis and both processes require tight regulation*®
From the initial meningeal vascular plexus, which covers the
entire surface of the embryonic brain, six groups of vessels
perborale he glia imitans and develop radially and perpendi-
culardy to the surface. The length of thesevessels increases as
the cortex increases in thickness. Blood supply b the white
matier is provided by group 6 from 15 WG, whereas group 1
vascularizes the superficial 27 WG onward The other groups
form an intracortical microvascular network between 20 and
27 WG, by means of divisions, branching or coiling. We have
previously shown that this network was disruptedin pFASFAS
fetuses during the third trimester.'”

Several lines of evidence link autophagy and angiegenesis.
Autophagy has been identified as a novel target forenhancing
the therapeutic efficacy of angiogenesis inhibitors %
Angiogenesis plays a critical role in the pathology of various
diseases including cancer, and a number of siralegies are
being developed to inhibit tumoral angiogenesis. However, a
complex relationship exists between autophagy and angio-
genesis. Some studies have suggested that aubbphagy
inhibits angiogenesis,®* whereas others have suggested
that autophagy promotes .= Currently, the involvement of
distupted autophagy in the effect of ethanol on angiogenesis
remains unknown. In pFAS/FA S children, it could be hypothe-
sized that PAE impairs the autophagic process in endothdlial
cells and maodifies the vascular network, which could in tum
confribute to the neurcdevelopmental abnomaliies by inter-
fering with neuranal migration.

Cell Death and Disease

The molecuar mechanisms invdved in ethanolnduced
aubphagy vacuole accumulation in brain cortical microves-
sals were characierized. Ethand effects are mediated by its
metabolite, acetaldehyde. Thus, the inhibition of ethanol
axidation by 4-MP completely prevents the LC3-1l increase.
Maoreover, acetaldehyde addition mimics LGC3-ll prowin
accumulation induced by ethanol. Ethanol is predeminantly
metabolized in the liver, and previous studes demanstrated
that acetaldehyde is involved in hepatic injury and impaired
autophagy.** Several steps of the autophagic process are
targeted in endohelial cells following ethanol exposure. The
initial step is altered through a partial inhibition of the mTOR
patway. This protein is a 289 kDa serno-threonine kinase,
which forms al least two distinct multi-protein complexes,
mTOR x 1 (mTORC1) and mTOR complex 2
(mMTORC2).™ mTORC1 is known to regulate autophagy by
modulating specific proteins that control he autophagy
machinery. The phosphorylations of P70S8K and 4E-BP1
hawe been used as a hallmark of mTORC1 activation and are
comelated with autophagy inhibition in various situations. The
ethanol-related inhibition of P70S6K and 4E-BP1 phosphor-
ylation in endothelial cells indicates that ethanol suppresses
mTORC1 activity. The ethanol effect on mTOR pathway had
previously been demanstrated in neuronal cells and in ather
cell types such as hepalocytes and cardiomyocytes ** = |t
has been demonstraled in neurons that ethanol toxicity is
mediated by reactive oxygen species (ROS) production and
that autophagy is activated o reduce the subsequent oxidative
stress.” We demonstrated, in this study, that in MPMVEC,
ethanol impairs mitochondrial integrity and induces AIF
protein release as well as its nudear translocation, which
may induce programed cell death.

The final autophagy steps allowing for autolysosome
formation are also impaired, with a decrease in Rab7 levd., a
protein that is required for the autophagosome-lysosome
fusion. The late endosomal compartmeant proteins Rab7 and
LAMP2 have been shown o be involved in the lake stages of
autophagosome maturation, presumably facilitating the fusion
of autophagosomes with lale endosomes.® Previous studies
hawe shown thal impaired autolysosome formation was
comelated with LAMP2 depletion and a relative paucity in
aublysosomes.*™*' In hepatocytes, it has recently been
shown that ethanol increases the LC3-l level and decreases
LAMPZ and Rab7 levels, potentially contributing o ethanol-
induced liverinjury. However, in necnatal corcal endothelial
calls, we observed no effect of ethanol exposure on LAMP2
level. Thus, in this cell type, the specific decrease in the Rab7
protein level may contribute 1o the accumulation of autophagic
vacuoles, but the mechanism underlying the decrease of this
protein, which occurs a a post-transcriptional level, remains to
be elucidated. Allogether, the mechanisms involved at
different steps of autophagy very likely contribute to the
accumulation of autophagic vacuoles in endothelial cells.

We have shown that autophagy activation using rapamycin,
an mTOR inhibitor, decreases ethanol-induced endathelial cell
death and restores the vascular plasticity. This findng appears
1o be contradiclary to the mTOR partial inhibition observed
won chand exposure. However, the effect of ethanol on
p70SEK and 4E-BP1 phosphorylation does nat last as long as
the inhibiion abserved in the starvation condition. The mTOR
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subcellular localization has been reported to enable its effecs
on he spatial and temporal contrd of cell hameostasis. = Thus,
mTOR modulation of autaphagy is not fully undersbbod, and its
kinetics and the subcellular localization of its targels can have a
great impact. One may hypothesize that this partial activation of
the initial steps of authophagy upon ethand treatment may be
related to a protective cellular respanse to ethanol injury. The
prolective effect of autophagy observed in endothalial cells was
previously reported in neurons in which autophagy acted as a
prolective response against ethanol neuroboxicity.'” In SH-
SYS5Y cells, the autophagy inhibition promotes ROS
and leads 1o higher levels of ethanol-induced cell death. In
addition, ethanol exposure activates mitophagy, suggestingthat
the neuroprotection provided by autaphagy may result from the
removal of damaged milochondra.® Moreover, Pla ef al*
showed thal aulgphagy prolects against ethanol toxicity in
mouse astrocytes and neurons. Thus, autophagic fux activa-
tion by mpamycinmay be hypathesized to protect both neurons
and endathelial cells against ethanokinduced death. More
recently, peritoneal injection of rmpamycin was proposed to
prevent neurdinfammaton and neuronal death in a mouse
model of cerebral palsy.*® Further experiments are needed to
characterize he invavement of aulophagy in brain angiogen-
esis and the in vivo protective effect of mpamycin after PAE.
To summarize, we have shown for the first time that PAE
impairs autophagy in brain endathelial calls, thereby contibuting
o alterations in angogenesis and to the subsequert brain
abnomnalities cbserved in pFASFAS patients. Our results strongly
suggest that rapamycin represents a polential therapeutic stralegy
o reduce brain developmental dsorders relaied b PAE.

Materials and Methods

LC3/Glut1 confocal microscopy in human cerebral cortices. Egnt
fetal bains rangng fom 20 10 34 WG wem subdhided N two groups. Four brains
Mnguhmumpunmmmmmm
macroscopicaly and micoscopcaly free of detsctable abromaities. Four brans

fom pFASFAS fetmes were obtaned after spontanens in uero death
(Suppiemertary Tabies 1 and 2).

Seven migometer $ssue secions fom he fontd rex were deparafined n
njene and mhydmied indecmasng concentations of ehand. Antigen retreva was
periormed by heaing e secions in 10 mM bafing sadium cirate buffer (pH 6.0) for
15min. Then, secions were incubated overnight & 4 “Cwith ant-GLUTI; 17200 fsc-
1805, S arta Cruz Bitechnology, Daflas, TX, USA) and argL C3; 1/200 (PMO38, MBL
Internatond Copomton, Wobum, MA, USA) as previously described ' Afewards.
secions wam incubated wih fuomsericonugaied antbodes (Aexa Fluor 596
conjugated donley anS-goat 1400 (A1 1058, Lis Techndiogies, Waitam, MA. USA),
Aeaxa Fluor &83-conjugated doniey art-abbit 1400 (A21 208, Lfe Techndogies)).
Coniocsl images were acquired wih fhe Leica Bser scaming condocal migascope
TCS SP2 ADBS {Leca Mcrosystems, Wetzlar, Germany).

Animals. NMRI Naal Medical Ressach sfass) mie wes puchased from
Jnwer (Le Genest Sairt sie, France), and GFP4LC3 transgenic mie, mporier
mice sysiemcally expressng GFP ised © LC3, were ottaned from e RIKEN
Sﬁmmr!hﬁhﬂ'honiHmmhm
wpaatre rooms (21 = 1 °C) with a 12h BgWI2 h dark cycie and e access
Mmdﬂ:ﬁpulﬂdllzhpoumfamdwbmm
micTvessas were d. Animal wers park acoring o
#e recommendatons of the Europs Communites Councl D Easm/
EEQ) and he French National Bgelason (ethica approval no. 01880.02), and wes
suenvised by auhofzed ivesigaios (BUG, ashoszation no. 7687 fom he
French Minstry of Agcutrs and Feheses).

In vivo treatment of pregnant mice and newborns. Pegnant NMRI
mica recéved a daly sc. njecion of sodum chioride (09% NaQ) or efand

Prenatsl sicohol exposure and brain microvessels
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@okg, VWR, 83313.30) dived (0% vA) in 09% NaO, as peviously
dascrbed ™' Irjecsions wera paformed from gestatonal day 13 {GD13) b GD14.
Mothers recaned a singe injection of fhe same tramment & partriton (PO) and
1 day ater partustion (P1). The pups wem kiled on P27

Isolation of brain cortical microvessels in mice. The haads of P2
NVR mce perataly epsed © ehand or fuse o P2 wmnmgenc GFPLC3
tEnmenc mice wers washed n 70" efhand, and the rices wem anmcied in
cuum medum {endoheia basil medum suppiemensd wih 2% FBS [CVFSVFOD-
01, Eunbio, Courtabeud Franos) and 1% aritiofcs and anfmycoics (P11-002. PAA,
Velzy-Viemubley, France]). The mennges wes removed, and Te corices were
yeed n 7 mi of culwre medum, in a Dounce teaue homogenizer. The lysae was
cartrhuged (&20x g 15min, 4°C), ad te pelet wes suspended in 18% ()
dextzn solfion. This aupension was cantsiuged (30 min, 2000x g, 4 °C), and the
peiiet was suspended in e cutum medum and hen tered Srough a 70 m el
stmingr (352350, BD Bogtiences, San Jose, CA, USA). The resuling suspension of
micovessels was centshuged (7min, 550 x g 4 °C), e pelet was washed in PBS
BP0, Fsher Biomagerss, lkich, Fane) and e msuing suspension was
cartriuged agan (7 min, 550 x g 4°C). The cofical mcmovessel extactsd fom P2
NMA mice wem cyoin on @ gass side and Sed by overnight incubation in
4% PFA (30281692, Sarta Cnz Biotedhnaogy) for immunohistochemisty. Belom the
cyogin, he corical microvessels exdractsd fom P2 tensganic mice wes teated for
6h & 37 °C wih artiicia cercbogping fud medum (aCSF) contaning 125mM
NaQ, 3mM KO, 2mM CaCh, 12 mM NaHPOL 262mM NaHCD,, and 10mM
ogucosa, pH 74, The aCSF was usad done or together with 50 mM ethand.

Endothelial cell culture. C57BL6 mase pfmay ban mcowescular
endoheid cas iscated fom ban fsue of P2 pups wem purchasad fom Cal
Biologics (Chicaga, IL USA) Calls wem cutred 3t 37°C, in a lumidfed
enimnment, in he prasence o 5% CO, They were fad ewery 2 days wh a
compeie mowse endohelid el cutre medun, on 80 mm demeter dshes or
12-wel sides. Two days afer confuence was reached, e cals were ncubsied for
2¢h wn serumdres medum The cels wers fen raaied wih vanos
phamacdlogcal agents, including 50 mM efanol, 100 uM acataldahyde, hsosomal
protease inhibitors 10 ugimi pepstatin A (P-5318, Sigma-Aldrich, & Lous, MO,
USA) and 10pgimi ESAD {sc201280 A, Saria Cru Biotechnology), 200nM
spanycn (R3S, Sgma-Aldéch), 100 M Baflomycn A1 (B-1703, Sgma-
Adrch), 10mM 4metwipyarde {-MP, M-1387, Sigme-Aldch), 30mM 3met
yadenina (MI281, Sgma-Aidich), 75nM wormmannin (W3144, Sigma-Aidich),
Krabs medium (145mM NaC{ 4.75 mM KO, 1.18mM K,PO,, 1.18 mM MgSO,
hydeate, 25 mM Na#CO,, 25 mM CaQl, pH 74) - this medum & commanly used
for stanaton condifon, and ethand 25 o 200mM).

Transfection with the tandem sensor mRFP-EGFP-LC3 prabe.
We used e atophagy tandem snsor mRAP-EGFP-LCI probe (P38260, Life
Techndogied 1o determne the localzasion of he LC3 poten and fus he
amphagc fux in ailusd endofeiid cals. This probe ntains an acdsensiive
GFP and an acid-nsensive AFP. Since the autophagosome has a neutral pH and
e audlysosome is asdc, he matration of autophagosomes Nt asolysosomes
s accompanied by a bss of GFF fuomacence. The endotfhald cells were cuftumd
© 80-00% confusnce for tengecion. Sngiecsl mispensions were prepand & a
densty of 1 0x 10%ml and used 1o sead 12wsil siidss cotaining 1 ml of medum
per wall Fansfacion was perbmed n accordance wih he ot mandacirers
imstucions. in briel, 6, of lipofectamine (TX (15338-100, Lie Technoioges) was
added togeher wih 2 4l of Plus Reagent and 14,4 of e Bndem sensor mAFP-
EGFP-LC3 probe, 1o 200 i of opt-MEM mducad-seum medum (31885052 Ll
Techndiogies). The msuting ransfecion mixus was mdwlyn‘]wnhd
fr S min & Dom emparare, The mRFP-EGFP-LC3 probe-Uipfsctamine LTX

mix was added % e wels contaning e calls and opEMEM. The calls were
incubated for 4 h @ 37 °C. Subsequanty, complets endothelial oal medum was
added br a usher 43 h incubafion. The cells were inubaied wHh seum-ime
medun br a fnal 24h. Cells were fien tmated for 2h wih 50 mM efand and

ovemight wi fysosomal profease inhibiios (10 pgimi ESA0+10 ugimi pepsiain A).

Endothelial cell immunolabelings. Endofield els o bran codica
mcowsses were washad free tmes wih PBS and Sed by naubation in 4% PRA
in P8BS for 1h & room temperatre Aler incubaton wh 1% BSAD3% Trion
X100 in PBS 1 biock nnpedic sies, primary ambodies (ad-LC3; 1200
PMI3E, MBL imematondl Coporafion), and-GLUT; 1200 fsc-1605, Santa Cno
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Biotechnology)) were added . and e preparatons wes incubated owernight 224 °C.
Secondary ambodes n Bo0ung DUIDN WEE TEN Ncubald witi Ne DS
for 1 h &t room emperatue (Aexa Ruor 584-conjugated dankey anf-goat; 1400
(A11058, Lis Technaiogies), Alaa Fuor 488conjugated doniey ant<anhit 1400
{A21206 Lile Technologies)).

Laser scanning focal mic and titution 3D
lmp&ﬁwﬁlmmmmﬂh a TCS SP2 AQBS hser
scanning @nfocdl imagng sygem [Lea Microsysiems) equipped wih x40 and
x 83 high numedcal-aparirs ol i on oby lermes. image sze was set o
1004 x 1024 pixeis. Miftmck sequental acquisison satings were used 1 prevent
imaderence between channais A 561 nm dode solid-sime B=er and e 438 rm
line of an argon ion laser wes usad for exclaton. Emisson dsecion bandwidis
were opfimized with Lsca software. The conbaal pinhole was s&t 0 1 Alry unt
Z-stack acquson inervas were selecied 50 & 1 mEYy Nyqust samging criefa.
As desaided in e Imaris version 76 reference manus [Biplne. South Windsor,
CT. USA). imars soheam provides eght diiemnt viewng inciors i e
generaiion and visualzation of high-quaity confocal images. In fis project, confoal
Z-stacis mmprang W © 40 images wes mconstuded imo 30 anmatons wh
e 3d of Imars softears in the Sica and Easy 30 modes. The Spat fnction of
Imars auomaialy baks asophagosomes on $e bass of size and imensty
fimshdds. Each aulophagasome & mpmsented by a sghem of abitaly sze
determined by he wer The sphere (s dsplaed & he center of mas of te
idertfied autophagosome.

Subfractionization of cellular proteins. ©iE proen contet was
exvacied using e endotheiial cefs. Afler teament, Te odls wem washad free
fmes on ice with PBS and their protsin conent was exmcied in lysi bufler (50 mM
Hepes, 150 mM NaClL 10mM EDTA, 10mM gycerophosphate, 100mM NaF
0.25% NP40, 1100 PMSF, 1100 phosphatase and pmiesse inhibiors). Nuciear
and cylosdh were aitaned as prevously desaibed “ I bried, sl wem
lyu!m bufler cortaning 10 mM HEPES, pH 79, 10 mM KO, 1.5mM MgG..
0.1mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25% igepal CA-630, 1 mM PMSF, potsase nhitor
coddal (P340, Sigma-Aldrich), and phosphetase ichbitor coddall 2and 3 PS726
and PODM, Sigma-Aldrich) Afer centifugation (10 min 2600 x gl e supamatart
was saved as Te Cyoplasm extact, and he nuciear palet was hen suspended on
ice in nuciesr eximct bufler confaning 20 mM HEPES, pH 7.9, £20mM NaCl
15mM MgG.. 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 25% glyosrdl., 1 M PMSF, P8340, and
P235). Sampes were fen incubated for 15min at 4°C and centéluged &
10000 x g for 10 min and $e wupematant was sawd as e nudear exract

Westem biot analysis. Poans we= paded oo SDS PAGE geis onaning
15% (LC3, caspame-3) or 10% P62 Ppl0SEK or AIF) acryiamide. Aler migrasion,
e potans were bioiad ono PotEn nirocalucse membranss (10600003, GE
Heafcam, Veizy-Vilaowly Fance). The membranes were Hiocked by
incubation for 1 h with 5% nondat dried mk or BSATBES Tween-20 {019, and
fen incubated ownight & 4°C wih e primary arnsbodies: LC3 (11000, NB100-
2220, MBL Imernstionad Corporasion), p& ({1/1000, sc-28359, Sata Caxz
Bitechnoiogy), caspase-3 (11000, 9662, Cel Sgraing Dawers MA, USA)
Ppr0S«6 (171000, 92055, Cel Sgnaing) prOSESK (11000, @028, Cal
Sgnaingl, 4E8P1 (111000, 9482, Cal ing), P4E-BP1 (11000, 2855,
Cel Sgnaing). suocingte defydrogenase subunt A (SDHA) (1/1000, 583, Cel
Sgnaingl, AIF (1/1000, 5055519, Sants Caz Botschnobgyl and Hisione H3
(11000, (111000, == 58616, Santa Caz Bowechoibgy). Mambanss wes hen
incubated wih e cormsponding secondary antibody, efher goat ansabbt IgG-
HAP (1/5000, 5c2030. Sarta Caz Biotschnology) or goat ai-mouse igGHRP
(15000, 502031, Samta Caz Botechnoogy), br 1h & mom Brperaus
Secondary antbody binding was hen detected by decindhemiuminescence. We
checked for equal protan loadng. by srpping e membranes and reprobng fiem
with f-acin anfbody (VS000, A-5441, Sigma-Aldrich) The ntersity of the
immomacive bands was quarifed by densiomety with Quarsity one sofsam
from Bio-Rad Herodes, CA, USA) and 9o resus wem axpmssed s a raso Wi
resped © fadn mMUNoBackY ety

ANA extraction and reverse transcription-quantitative PCR. Tl
ANA was extacied fom endofeiial calls wih e Nudeopsin RNAprotan i
(740933, MechereyNagsl, Hoerdt France], amordng %o e manubowreds
recommendations. We genemtad cONA by fe rewese ransaipion of 05 ug of
wtd ANA in a fnal voume o 20 4 with he AIS00 mvess ranscipion avstem

Cafl Death and Disease

(Promega, Chathormiess Les Bars, France). Quarsiaive PCR wes then pedormed
n dpicse wh e CPOS resi-me PCR detecion system BoRad) and 2 10
SYBR Green apernix (170-8382, Bio-Rad), g 10 the manufactue s pr
m.mmammlﬂmmwMQmmh
penerated at he end of he PCR pogram. The pimers was designed wih Pimer
Expmss miwas from Lfs Tedvobgies (Suppementary Tabie 3] The wales for
each tagat gene wem NOrmaEiEd WIT mepact 10 tha Ct vaus for TANA S2M
(40=Q tget gane - G2M). The miate amourt of tage mANA s gvn by
27352 whem AACt= (ACH of targef) = (ACt of control). Relaive gene sxpmesin
s rormized wih Bpect B ot leves, abtratly s 10,

Viability assay. Cel vatiity was assessed by capan'efidim labeing (L3224,
Ue Tedmoiges). Cicen & ret@ned in lung cals which disgiay egerase adivly
mnvering fe dmost nonfuorescent callpermenent clicen AM into e highly
fuomsent calcain. Efidum homodmer-| an enter aels and bind nudsic adds when
e mambranes e damaged. Aer teamere, he cels were washed free fmes wih
PES and incubated for 45 min with calosn AM (1 M) and efidum D1 2 uM) n PSS
& room ssmperatus They were fien cbsened under a Laics DMISI0B fuosscence
meropope e Moroaystems), exclasonfemission 530530 . b each axpert-
ment, we obtained six mages foreach st of conditons, from simiar locasions, and e
msuls for fese mages were averaged By sutsicdl andes Lving cdls wes
dened as dplayng geen fuoresence due 1o clican AM any Ay ol dplsyng
=d fuosscence dus ¥ END-1 gaining was consdered 1 be dead or dying. The
nuTher of ehidum-ebaled cels was deermined fom photmicogaphs by image
sgmenaion wih imagal anslyss sofware Behexda, MD, USA).

Real-time videomicroscopy. Pus wes kied by decaptaion, and fer
bars wee apdy daseded b soiaton o h carelral hamisghares. The meninges
verng he brins wem carehully removed and he bans we s immedaly paced n
aCSF. Tenwvers sices {250 um) werecut & 4 "C wiha VT 10005 vbraiome (Laa
Maosysems, Wetdar, Germany). They were tandersd 10 24.wel Costar pltes
contanng aCSF and incubated br 30 min a137°C. in a humidifed incubator, under
an @mophes congining 5% 00: and 9% ar. The slces wem washed wih fedh
8CSF and incubated for 6h & a constant sempemiure (37 °0), under a confrolied
Emosphes comaining 5% CO,. on an verted micmsoops (Lacs mcoaystams)
equppad wih an incubation chamber (FeCon GbH, Edbach, Germany), computes
oninited luminaion shufiess and Sier wheels (Roper Scentic Lisses France).
Sices wee confruosly perhmed with alSF wih or wihaut 50mM sfand and
200 rM rapamycin. Images wee amured with a x 10 dijecve at Xmn imenvas
owra 6 hpedod Maowse lenghiwas hen determined fom fie acquired images
wit) MetaMorph sofwas Sunmyvale, CA, USA).

Mitochondrial membrane potential analysis. JC-1 stan fom (Ui
Tchobgies) was usad for Bbelng brain MPMVEC & 2 M concantration blowed
by nabaton for 20 min & 37 °C. Labsied cols we's imaged using a Lsca DM-600B
fuomscance memecops (Lec Morosetems). Each gouwp of calls (oells incubated
with cortml, sthand or aceBidefyde medium) wae imaged using 488 nm exctaion
waveengh, and he amisson Egnas wae obtaned frough 525 and 500 emsson
harneis 3t e same parameters of pinhoils 3peAUre and detector witags.

Statistical analyses. Daa ottared from fuman bans were epsssed
as madian inerguarie mngs, and range of waues and Mann-Whiney B3 was
wed © compam he rumber of mmuneposive dois per el and between
pFASTAS and coneral groups. Deta cbained i viroand ex vivo were expressed as
meanz: S EM The owerall signicance of fhe resuits obtained wa s examined usng
Sudenfs pared Hest Stassicaly signficant dierences between multipe
catpaisors wem dewmned by a wowey aalss o aine wh fe
appropiate Bonferoni coreciion for muligie comparsons e Signficance was
defined by Pvales <005 The staistca! andyses wem caried out wih e
bicstaisical Prism sofware (G=phPad Sofwere, La Joll, CA, USA)
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ARTICLEINFO ABSTRACT

in wero alcohol exposure can Induce severe neurodevelopmental disabilines leading to long-term behavioral

Keywords.
Fetal alcobol spectrum disorder deficits. Becauss aleohol Induces bratn defects, many studies have focusasd on nervous cells. However, recent

Neurovascular reports have shown that alcohol markedly affects cortical anglogenesis in both animal models and infants with
Endotheltal cells fetal alcohol spectrum disorder (FASD). in addition, the vascular system is known (o contribute (o controliing
GARA Ik o 9 gamma-aminobutyric acld (GABA)érgic Interneuron migration in the developing neocortex Thus, alcohol-in-

duced vascular dysfunction may contribute to the neurodevelopmental defects in FASD. The present study aimed
at investigating the effects of alcohol on endothelial acuvity of plal microvessels. Ex vivo experiments on cortical
slices from mouse neonates revealed that in endothedlal cells from plal microvessels acute alcohol exposure
inhibits both glutamate-induced calcium mobilization and activities of matrix metalloprotetnase-9 (MMP-9) and
tssuye plasminogen activator (IPA). The inhibltory effect of alcohol on glutamate-induced MMP-9 activity was
abrogated in tPA-knockout and Grin1%=/VeCad™ mice sugg that alcohol interacts through the endothelial
NMDAR/IPA/MMP-9 vascular pathway. Contrasting with mmmmncuhﬂw in mouse
neonates exposed to alcohol 1 urro during the last g 1 week, g exacerbated both cakclum
MMnmmmmummMmmmumMMummdﬁ
function was associated with strong overexpression of the N-methyl-o-aspartate receptor subunil GluN1 and
mispositoning of the Gad67-GFP interneurons that normally populate the superficial cortical layers. By com-
pﬂnsmuﬂhmmmrdlmwuhalﬂmdtmﬂl}'ummnmhdmanmlmaukohnlapmn
mmwmmumnm}mwluﬂmmmdﬂmgw_ in the sup

cortical layers 11-111 and increased In deepest lavers, This study provides the first m and functional
evidence that akcohol impairs glutamate-regulated activity of plal microvessels. mmudmmls
characterized by altered metalioproteinase activity and Interneuron mispositioning, which was alo observed in
a fetus with fetal alcohol syndrome. These data suggest that alcohol-induced endothelial dysfunction may
contribute In ectopic cortical GABAergic Intemeurons, that has previously been described In Infants with FASD.

Thsue plasminogen aciivator (tPA)

1. Introduction

Alcohol consumption during pregnancy can severely impair infant
neurodevelopment, leading to long-term behavioral deficits (Andreu-
Femnidndez et al., 2019; Bakoviannis et al., 2014). Fetal alcohol syn-
drome (FAS), which is characterized by intrauterine growth retarda-
tion, typical craniofacial dysmorphism, central nervous system

* Corresponding author.
E-matl gddress bruno, gonzalesiruniv-roven fr (B, Gonzales).

htips.//dolorg/10.1016/).nbd 2020.105074

malformations and behavioral and neurocognitive deficits, is the most
severe expression of fetal alcohol spectrum disorder (FASD) (Jones and
Smith, 1973; Riley et al., 2011). Because fetal alcohol exposure induces
neurodevelopmental defects (Wozniak et al, 2019), most studies have
focused on nerve cells, ie., neurons (Korpi et al, 2015), oligoden-
drocytes and astrocytes (Wilhelm and Guizzetri, 2015), to study the
mechanisms involved in the deleterious effects of aleohol on brain

Recetved 8 April 2020, Recefved In revised form 28 August 2020; Accepted 31 August 2020
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development. However, several studies recently reported that in utero
alcohol exposure markedly affects brain angiogenesis in both animal
and human neonates (Girault et al, 2017; Jégou et al., 2012; Lecuyer
et al., 2017, Wang ot al., 2016). Specifically, alcohol induces cortical
microvascular disorganization (Lecuyer et al., 2017).

Over the last decade, several major publications have reported that
some nerve cell types, including gamma-aminobutyric acid (GABA)
ergic interneurons, require brain microvessels to migrate from the
ganglionic eminences to their final cortical destination (Won et al,
2013; Luhmann et al., 2015). Moreover, migrating GABAergic inter-
neurons arising from the superficial marginal zone enter the cortical
plate following radial cortical microvessels (Léger et al, 2020). This

stside-in vessel d migration of GABA interneurons is con-
trolled by glutamate through an N-methyl-o-aspartate receptor (NMDA-
R)-dependent mechanism (Léger et al., 2020). Consistent with this
neurovascular pathway, evidence has indicated that neonatal en-
dothelial cells, including those from pial microvessels, express func-
tional NMDA-R (Léger et al, 2020; Legros et al., 2009; Henry et al,
2013) and that glutamate, released by excitatory cells, can guide the
migrating GABAergic neurons (Bartolini et al., 2017). These data sug-
gest that the proper positioning of GABA interneurons within the de-
veloping cortex requires correct angiogenesis.

Several studies have reported that matrix metalloproteinase (MMP)-
9 plays a major functional role in neurodevelopment (Ould-Yahoui
et al, 2013). MMP-9 has been shown to contribute to controlling
neuronal migration by regulating the pericellular environment (Ayoub
et al., 2005; Vaillant et al, 2003). In addition, using cultured cortical
endothelial cells, in vizro studies have revealed that glutamate promotes
MMP-9 and tissue plasminogen activator (1PA) secretion and activation
in the developing cortex through an NMDA-R-dependent mechanism
(Legros et al,, 2009). Interestingly, endothelial expression of NMDA-R
occurs during perinatal life (Legros et al., 2009; Léger et al, 2020) and
coincides with late migration of GABA interneurons arising from the
superficial marginal zone (Xu et al, 2011). Because ethanol acts as an
NMDA-R antagonist (Zhao et al., 2015), aleohol exposure during late
gestation may impact the endothelial activity of pial microvessels in the
developing cortex.

Knowing that i) in utero alcohol exposure impairs cortical angio-
genesis in both animal models and FASD infants, ii) immature GABA
intemeurons use microvessels as migration guides to reach and enter
the neocortex, and iii) glutamate has been sh to control endothelial
protease activity through a NMDA-R mechanism, we hypothesized that
alcohol would impair the activity of pial microvessels, and may coin-
cide with a mispositioning of the GABAergic intemneurons populating
the superficial cortical layers.

2. Methods
2.1. Wild-type and transgenic animals

Nawval Medical Research Institute (NMRI) mice were purchased from
Janvier (Le Genest Saint ksle, France). FVB-Tg(GadGFP)45704Swn
transgenic mice (# 003718) were obtained from The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). In this mouse strain developed by
Oliva et al. (2000), GABAergic intemeurons arising from the ganglionic
eminences express enhanced green fluorescent protein under the con-
trol of the mouse Gadl promoter. tPA-knockout (tPA-/-)
CS57B16/129 mice (tPA—/~ in 87.5/12.5% ratio) were developed and
provided by the Center for Molecular and Vascular Biology, University
of Leuven, Belgium (Carmeliet et al, 1993). Floxed Grinl mice
(B6.12954-Grinltm2Stl/J; # 005246) were from The Jackson Labora-
tory. Floxed Grinl mice allow deletion of the GluN1 subunit of the N-
methyl-o-aspartate receptor in Cre recombinase expressing cells/tissues
(Léger et al | 2020). VE-Cadherin-Cre (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J; #
006137) were from The Jackson Lat y. Cre expression can be seen
in the embryo and in adult endothelium of developing and quiescent

Nesrubiology of Disease 145 (20200 105074

vessels. All mice were housed in a temperature-controlled room
{21 = 1°C) with a 12h/12h light/dark cycle (lights on from 7 a.m. to
7 p.m.) with free access to food and tap water. Animal care and ma-
nipulation complied with recommendations issued by the French and
European guidelines for the care and use of laboratory animals (Council
Directive 2010/63/EU, decree 2013-118, license no. 21CAE035) under
the supervision of authorized investigators (B.J.G., authorization no.
7687, from the Ministére de I'Agriculture et de la Péche).

2.2. Chemicals

Glutamate, Coomassie blue, isolectin-B4-TRITC/FITC, phosphate-
buffered saline (PBS), bovine serum albumin (BSA), Triton X-100, he-
matoxylin and f-actin primary antibody were obtained from Sigma-
Aldrich (Saimt Quentin Fallavier, France). Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) Tris-glycine gel (con-
taining 0.1% gelatin as a gelatinase substrate), renaturing buffer, de-
veloping buffer, DQ-gelatin-FITC, and DQ-casein-FITC were from
Invitrogen (Cergy Pontoise, France). Paraformaldehyde (PFA) was ob-
tained from Labonord (Templemars, France). The GFP primary anti-
body was from Abcam (Cambridge, UK). The somatostatin primary
antibody was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
The cleaved caspase-3 primary antibody was from Cell Signaling (MA,
USA). The secondary antibody, Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG
{A-21206) used for immunohistochemistry, was from Invitrogen. The
Apo-ONE homogeneous caspase 3/7 kit was obtained from Promega
(Fitchburg, W1, USA). Ketamine (Ketalar®) was obtained from Parke-
Davis (Berlin, Germany). MKB01 was obtained from Tocris (R&D, Lille,
France).

2.3. In wtero ethanol exposure

Absolute ethanol (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France)
was diluted in 0.09% sodium chloride (Na(l). Pregnant mice were
subcutaneously injected with 3 g/kg ethanol or NaQl 0.09% per day
from gestational day (GD)15 to GD20 at 11am. The administered
ethanol dose was determined based on a previous study (Jégou et al.,
2012) and resulted in a blood alcohol level (BAL) of 1.5g/L 30 min
postinjection. This BAL value represents a drunken state in humans and
dropped below 0.5 g/L after 3 h. Treatments were performed on both
wild-type and Gad67-GFP mice.

2.4. Preparation and oreaonent of cultured cerebral slices from mouse
embryos and neonates

Cultured cerebral slices from wild-type and transgenic mice were
used to demonstrate that glutamate could modify endothelial protease
activities via the NMDA receptor and that ethanol can block this effect.
Cortex brain slices were obtained from the mice on embryenic day (E)
15 or postnatal day (P)2. Previous studies have demonstrated that at
this stage, numerous immature GABAergic intemneurons are still mi-
grating along the superficial marginal zone (Inada et al., 2011) Mice
were humanely killed via decapitation, and their brains were rapidly
dissected to isolate the i The neocortex was immediately
placed in icecold artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in
mM): NaCl, 125; KCL, 3; CaClz, 2; NaHzPOs, 1.2; NaHCOs, 26; and p-
glucose, 10 at pH 7.4. Transverse slices (250 pm) were cut at 4 "C using
a Leica vibratome VT1000S (Reuil-Malmaison, France), then trans-
ferred into 24-well Costar plates (Cambridge, MA, USA) containing
aCSF and incubated for 30 min to recover at 37 °C in 3 humidified in-
cubator under a controlled atmosphere of 5% C0,/95% air, The slices
were then washed with fresh aCSF and treated for 3h at 37 °C with
glutamate (100 pM) and ethanol (50 mM) alone or in combination.
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2.5. Measurement of caspase-3 acovity

To measure caspase-3 activity, EI5 brain hemislices from NMRI
mice were treated with acsf, ethanol (50 mM) for several periods ran-
ging from 3 to 24 h. Ketamine (100 pM) was used as an internal pro-
apoptotic control (Aligny et al, 2014). For each condition the ipsi-
lateral side of the slice was used as a control. Afterwards, cortices were
microdissected and homogenized in 500 plL of hypotonic lysis buffer.
Proteins (20 pg) were incubated at 30 *C with 100 pL of caspase-3 buffer
containing 1 pL of the caspase-3 substrate Z-DEVD-R110 provided with
the Apo-ONE homogeneous caspase-3/7 kit (Promega). Fluorescence
intensity was quantified every Smin for 2h under excitation on emis-
sion wavelengths of 485 nm and 520 nm using a chameleon plate reader
{Mustionkatu, Turku, Finland),

2.6, Mouse brain immunohistochemisory

Brain slices were fixed in 4% PFA in PBS, then incubated overnight
at 4°C with the primary antibodies diluted in incubation buffer (PBS
containing 1% BSA and 3% Triton X-100; Supplementary Table 1). The
mmmmﬂmmﬁmmmrmmmmmmdm
the same incut buffer dary antibody. Cell nuclei
mmmwmmmmmsmmlwmmm
33258 in PBS. Fluorescent signals were observed under a Leica DMI
6000B microscope. The primary antibodies were omitted to control for
nonspecific binding of the secondary antibody.

2.7. SDS-PAGE gelatin zymography

Gelatin zymograms revealed MMP-2 and MMP-@ activities in the P2
microdissected cortices. Cultured brain slices were incubated for 3h
under the different treatments. Cortices were microdissected from the
slices, washed in fresh aCSF, and homogenized in 50pL of lysis buffer
(S0pM Hepes, pH7.5, 150mM NaCl, 10mM EDTA, 10mM glycer-
ophosphate, 100mM natrium fluoride, and 1% Triton X100). After
centrifuging the homogenates (20,000g x 15min), the supemnatants
were collected, and protein concentrations were determined via
Bradford assays. Proteins were loaded (30 pg/well) and separated by
electrophoresis, then the gels were incubated in renaturing buffer for
30min at room temperature and in developing buffer for another
30 min at room temperature. After transfer into fresh ‘buffer,
the gels were incubated for 5 days at 37 °C, stained in 0.5% Coomassie
blue for 1 h, and rinsed for 1h in distilled water. Light stripes on blue
background indicated that the gelatinases digested the gelatin in the
gel. Digital images of the gels were acquired, and digestion stripes were
quantified using Explora Nova Mercator software (La Rochelle, France).
Experiments were performed in cultured slices from wild-type and
tPA~/— mice for acute treatments and from a chronic in vivo alcohol-
exposure model

2.8. In situ gelatinase zymography

In s MMP zymography was performed on 250-um brain slices
previously stained with isolectin-B4-TRITC to visualize the pial micro-
vessels, Slices were incubsted for 30 min in aCSF containing isolectin-
B4-TRITC (1/50) at 37 "C in a humidified incubator under a controlled
atmosphere of 5% C02/95% air. After 2 washes for 10 min each with
aCSF, slices were incubated for 3h with the quenched gelstinase sub-
strate DQ-gelatin-FITC (1/50) in the presence of glutamate (100 uM)
and 50mM alcohol alone or in combination. FITC i , in-
dicative of cell-specific gelatinase activity in the slices, was quantified
from time-lapse recordings using a fluorescence video-microscope
system (DMI 6000B, Leica, Reuil-Malmaison, France) coupled with
Explora Nova Mercator software. Microphotographs were acquired at

Newrobialogy of Disease 145 (2020) 105074

A background level was defined in a negative region of the slice.
Experiments were performed on cultured slices from wild-type and
tPA~/~ mice for acute treatments and from a chronic in vivo alcohol-
exposure model.

2.9, SDS-PAGE casein symography

Casein zymograms were used to reveal tPA adtivity in P2 cortical
extracts. Cultured brain slices were incubated for 3 h in different treatments.
Cortices were microdissected, washed in fresh aCSF, and homogenized
in S0pL of lysis buffer. After centrifuging the homogenates
(20,000 g x 15min), the supematants were collected, and protein con-
centrations were determined wio Bradford asay. Proteins were loaded
(15pg/well) and separated by electrophoresis. The gels, containing plas-
minogen, were incubated in renaturing buffer (Triton X-100, 125 mL; H,0,
487.5mL) at 4 "C ovemight and rinsed in water for 30 min at 4 "C. Next, the
gels were transferred in developing buffer (glycine, 275mM; EDTA,
1.45mM) for 3.5h at 37 'C, then stained with 0.5% Coomassie blue for 1h
and finally destained in 40% methanol and 109% acetic acid for 30 min at
room temperature. Light stripes on blue background indicated casein di-
gestion in the gel by tPA-sctivated plasmin. Digital images of the gels were
Mercator software (La Rochelle, France). Experiments were performed on
cultured slices from P2 wild-type (WT) and tPA~"~ mice for acute treat-
ments and from in vive alcohol-exposed mice.

2.10. In situ casein symography

In situ casein rymography was performed on 250-um brain slices
previously stained with isolectin-B4-TRITC to localize the pial vascular
network. After 2 washes for 10min each with aCSF, slices were in-
cubated for 3 h with DQ-casein-FITC (1/125) in the presence of gluta-
mate (100pM) and alcohol (S0mM) alone or in combination. FITC
fluorescence indicating cell-specific digestion of the substrate was
quantified via video microscopy using a DMI 6000B fluorescence video-
microscope system Leica (Reuil-Malmaison, France) as described for in
situ gelatinase zymography. Experiments were performed on cultured
slices from P2 wild-type and tPA~"" mice for acute treatments and
from in vivo alcohol-exposed mice.

2.11. Cultures of P2 cortical endothelial cells

Cultured neonatal endothelial cells were used in order to demon-
strate that glutamate and ethanol could directly interact with this cell
type. Primary endothelial cells isolated from brain microvessels of P2
C57BL/6 mouse neonates were purchased from Cell Biologics (Chicago,
IL, USA). Cells were cultured at 37 "C, in a humidified environment with
5% €05 The cells were fed every 2days with a complete mouse en-
dothelial cell culture medium on 60-mm-diameter dishes or 12-well
slides. The cells were incubated for 24 h with serum-free medium 2 days
after reaching confluence. The cells were then treated with S0mM
ethanol or aCSF for 30 min before calcimetry experiments.

2.12. Measurement of inrocellular calcium levels

Endothelial cell cultures or organotypic brain slices obtained from
P2 mice were incubated for 15 min in aCSF containing 10 pM fura-2 AM
and 0.03% pluronic F-127. The endothelial cultures or slices were then
washed twice for 5 min in aCSF at 37 °C, then the slices were transferred
to a 35-mm dish containing 1 ml of aCSF and immobilized using nyion
mesh, The aCSF temperature was kept at 37 "C, and the cultured cells or
slices were rinsed with aCSF. One volume of 400 pM glutamate alone or
combined with 100 mM ethanol was perfused into an equal volume of
aCSF, mmnsmm:nmmmmmm&tmmm

488 nm and 540 nm every 15 min for 3 h to follow the DQ-gelatin-FITC
degradation kinetics and to visualize the pial microvessels, respectively.

. The signals ciated with calcium-free and
uluumhmdszmmdbraumlymlmﬂwslm
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at 340 and 380 nm using a Leica DM Fluorescence microscope equipped
with a rapid shutter wheel. The emitted fluorescence was collected at
510nm, and the ratio of the two signals was calculated using
Metamorph software (Roper Scientific, Evry, France). Data were ex-
ported to GraphPad Prism software (GraphPad Inc., San Diego, CA,
USA), which was used to compute the maximal fluorescence intensity
and the area under the curve (AUC). Experiments were performed in
cultured slices from wild-type mice for acute treatments and from in
vivo alcohol-exposed mice.

213 Waestern blot

Microdissected cortices from Gadé7-GFP mice were rapidly homo-
genized in icecold lysis buffer. After centrifugation, supematants were
collected, and protein concentrations were determined vin Bradford assay.
Pellets were denatured at 100 °C for Smin in S0pL of Tris/HQ (pH7.5)
containing 20% glyceral, 0.7 M 2-mercaptoethanol, 0.004% (w/v) bromo-
phenol blue and 3% (w/) SDS, then electrophoresed on 10% SDS-PAGE.
After separition, the proteins were electrically transferred onto a poly-
The membrane was incubated with blocking solution (1% BSA in Tris-
buffered saline containing 0.05% Tween 20) at room temperature for 1h,
GluN1, GluN2A, GluN2B, deaved-caspase3, GFP, Dixl and actin
(Supplementary Table 1). After incubation with the comesponding sec-
ondary antibodies coupled to peroxidsse (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cnz, CA, USA), proteins were visualized using an enhanced chemilumi-
nescence (ECL) plus immunoblotting  detection  system  (Amersham
Biesciences Furope GmbH, Freiburg, Germany). The immunoreactive band
intersities were quantified using a blot amalysis system (Bio-Rad
Laboratories, Mame la coquette, France), and f-actin was used as a loading
control. Commercial markers (Seeblue prestained standard, Invitrogen)
were used as molecular weight standards.

2. 14. Quantificagon of GFP-positive interneurons in Gad67-GPF mice

To measure the GFP-positive cell densities in the P15 Gadé7-GFP mice,
images were acquired and saved in TIFF format using a Leica DMI 6000B
microscope. Images were subsequently opened in Mercator software, and
regions of interest (ROIs) were drawn. Counting frames were defined within
the ROis, and a threshold was set to differentiate FITCpositive cells from
the background. The number and cumulated areas of the cbjects within the
ROl were calculated vio a computer segmentstion process, yielding cell
numbers and cell densities, respectively.

Table 1
Gestational age and cause of death of control patients and the FAS case.
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2.15. Quantification of spine morphology and density in ransgenic Gad67-
GFP mice

The fine network of the secondary and tertiary dendrites was ac-
quired for the Gadé7-GFP mice using a Leica TCS SP2 AOBS confocal
laser scanning imaging system (Leica Microsystems AG). Z-stack image
series were later deconvolved using AutoQuant X, software and loaded
into IMARIS imaging software (Bitplane, Zurich, Switzerland) for 3D
reconstruction. The Filament Tracer function was used to assign and
classify spines, yielding spine densities and categories (stubby, filopedia
or mushroom-shaped). For each slice, 2 ROls were defined, 2-3 den-
drites were quantified per ROI, and the total number of quantified
neurites was fixed at 20 per group.

2.16. Control and alcohol-exposed human brains

Clinical characteristics and cause of death of five control patients
and a FAS case are presented in Table 1. Fetal brains were obtained
with the written consent of the parents, in agreement with the local
ethic committee and in accordance with the French law. Autopsy pro-
cedures were performed according to standardized protocols including
X-rays, photographs, ma pical and mi pical examination of
all viscerae. Visceral biometric data were evaluated according to
Guihard-Costa ot al. (2002), The control brains aged 35 to 39 WG were
macroscopically and microscopically free of detectable abnormalities
and biometric and maturation data were normal for the term according
to Guihard-Costa and Larroche (1990) and Feess-Higgins and Larroche
(1987). The brains were fixed in a 10% formalin-zinc buffer solution for
two months. Multiple seven-micrometer sections obtained from par-
affin-embedded tissue were stained using hematoxylin-eosin, which
allows for recognizing the microscopic level of maturity of all neuroa-
natomical structures and for identifying potential lesions. All brain
samples used in this study belong to a collection declared to the French
Ministry of Health (collection number DC-2015-2468, accession
number AC-2015-2457) located in the Pathology Department (Prof.
Annie Laquerriére) of Rouen University Hospital.

2.17. Human broin immunohistochemistry

In all cases, 6-um paraffin-embedded sections were obtained from
ﬂumpmufmmalmuﬂplmdforrwﬁneim
according to standardized protocels using an an-

tibody against mmmm (rlbbu monoclonal, diluted 1/100; Life
Technology Invitrogen, Villebon sur Yvette, France; Supplementary

Control cases

Case pumber Term CGender Beain biometry and maturation® Cawse of death
1 ISWG Female 25th percentile Noa tmmunc fetal bydrops
Cacsarcan section
Death after 27 min of resscitation
2 36WG Male 5{th pereentile Dilsted
Death at day 2
3 36 WG Male Sith percenaile Bilateral renal ageness
Fallot tetralogy
Immediate postparium death
4 37WG Male S0th percenttle Normal pregaancy
Desth despite semeitation
No sutopsy and placental sbnormalities.
5 WG Male Sikh percentile Perparium in wee death
Placental membrane pracvia vousel rupture
FAS cax”
1 ITWG Male < 3rd percontile In wtero fetal death confl after of ¥

* According to the morphometric critena of Guthard-Costa and Larroche, 1987, 1990 and Guihard-Costa et 3l 2002, WG weeksgestation.
* Alcohol consumption by the mother during pregnancy was established and the fetus presented indistinet philtrum and microretrognathism.
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Table 2
Statistical analysts.
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Experuments

Text

pvalue *p < 0.05; **p < 0.0];
==*p = 0.00); ****p = 0.0001

Cel symography, effect of FxOH on ghuamate indoced MMPS
sarmvry (Fig. 1A)

"
In s zymography, effea of

activity on P2 slices (Fz. 1D)

and ExOH on MMPs

Inam and F1OH on MMPs

Gd effect of g

mice (Fig. 1B, left panei)
Cel symography, effect of glutsmate on MMP9 scuivity tn KO
tPA mice (Fig. 2B, right panel)
(¥ effect of
actvary on WT miee (Fig. 2F)

o MMP9 actvity in WT

and E1OH oo anein

In gio: zymography, effect of gl
activity on KO (PA mice (Fig. 26)

and EtOH on MMP

Calcimetry on endotheltal cells (Fig. 1)

Calcimetry on P2 shices, nervous cells (Fig. 4E)
Calcimetry on P2 siices, endothelial cells
Western blot GluN1 PZ (Fig. SA)
Western blot CluN2A P2 (Fig. 5B)
Western blot CluN28 P2 (F1z. 5C)

I ste zymography, effect of gh en kinetics of MMPs

activation (No alechel exposure i siers) (Fiz. 5D, upper
panel}

In oy rymography, effect of glutamate co kinetics of MMP

aciivation (In wtero alcobel exposure) (Fiy. 5D, lower panel)

iplyy, effect of gl
activity en P2 slices from Grinl™*/VeCad™ mice (ig. 1E)

Omeway ANOVA
Tekey's post-test

Two-way ANOVA
Tukeys post ot

Two-way ANOVA
Tukey's post-test

Uspatres! t-test
Unpatred t-test

Two way ANOVA
Banferront's pest.

Two-way ANOVA

One-way ANOVA
Takeys post.temt
Unpatred t1est
Unpaired ttest
Unpatred ttest
Uspaired ttest
Unpaired ttest

Two way ANOVA
Banferronts post.

Two way ANOVA

n=3(Cd, Gha + FrOH and Ghat)
r = 4 (ROH)

n=13
n=3

a=7(C=A)
n = 8 (Gt
n = 5 (BOH, EOH + Glut)

r = 5 (Cd, EXOH)
n =& (Ghot, BOH + Glut)

n=1
mean value of 30 cells (10 cells per
fram J independ:

"

“

experiments)

n = 10 (Cih)

R = 7 (in wmero BOH)

r =10 CizA)

n = 10 (in utero BOH)

n=3
ﬂl;ﬂlﬂi‘.'lmlmm)
a=

at fom 3
n=13

(11 samples from 3
n = 14 Crd)

n =16 (Glat)

n=6(Cl)
n =5 (Gut)

ANOVA F 784 p = 0.0006%**
Tukey's pottest

G w. Glat p = 0.0011"

Chut v Glut + E2OH p = 0.0022"
ANOVA

Treatment F 29.92

P = 0.000]**

Time F 21.81

P = 0.0001**

Tukey's post-test

For¢ = 180 min

Clut vz Cied p = 0.0003%*

Clut + BOH v= Clnt p = 00001552
ANOVA

Trestment F 1,199,

compartsans
Qrl . Glut, p = 0.0006%*
Qrl w Glut, p= 05114, m

ANOVA

Tremment F 5262

P = 0.000]%

Time F 8.300

P = 0.0001% "

Beaferronls post-test
Fort = 180 min

Clut vz Clut + BOHp < 0.001 275
ANOVA

Treatment F 2055

p=01069, m

Time F 4.668

P = 0.0007%*

Benferronfs post-test

No stattatical differences
ANOVA F 1685p « 0.0001°**
Tukey's post-test

Cirl v Chut p < 0.0001"**
Glut vz Gt + BOH p < 0.0001°°°%
Gl v amere BtOH p = 0.0054°°

Qi v tn esero BXOH p = 00134
Qrl v BOH p = 0.0051 **

Gl v BBOH p = 0.3553, ns
Grw BOHp =017, m

ANOVA

Trestment F 136

p = 0.000] "
Time F 59.65

P =< 0.000]1**
Benferronts post-tent
Fort = 180 min

Cirl . Glat p < 0.001%**
ANOVA

Treatment F 49.54

£ = 0.000]**
Thac F 1.69
p=00774,m
Henferronts post 1est
Fort = 180min

Qrl . Glat p = 0.0195°

(constnised on NeXt page)
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Table 2 (conttnued)
Experiments Tes £ independents expertments pvalue *p « 0.05; **p « 0.01;
***p « 0.00]; ****p < 0.0001
Compared effects of glutamaie oo MMP aciivity (Py. 5E) Onc.way ANOVA Group 1: Neonaies not exposed to alcobol 1~ ANOVA F 2511 p «< 0.0001****
Takey's post-test e Tekey's posttest
a = 14 {Cr) Basal ws. Glut p = 0.0369°
n = 16 (Glut) Basal v, Glut p < 0.0001%**
Lroup 7 Neonstes exposed to alcohol & Clut (group 1) w. Glut (group 2)
o p < 0000lssas
n=6
n=5
Denaity of GFP-positive cells in Gad67-GFP mice (i1 £6D) Unpaired t-test n = B (males) Qrl males va. EXOH males p = 0.0485°
r = § (females) Qi fernales va ErOH females
p = 0.0283°
Gl w. BOH p = 0.006°*
‘Weszemn blot GFP in Cad€7.GFP mice (7. 66) Unpatred t-tesz A = 9 (males) Qrl males vz EOH mals p = 0,0273°
r = 10 (fernales) Ciri fermales va. ErOH femnales
p = 00794
Qrl w. BOH p = 0.0025**
Westem biot of Dix] i Cadb7.CFP mice (Fiy. 6F) Unpaired tes r= 6 (malex) Cirl males va ErOi males p = 0.0246%
a =7 (femaic) il fermales ve BrOH femalesp = 0.053],
m
Qriw BOHp = 0011°
Western blot of Somatostaiin in Gadb7.GFP mice (Fig. 6G) Unpaired ttest r = 1B (male) Cirl males we. FrOH mades p = 0.5754, ns
n = 16 (females) Qi females ve ESOH femalesp = 01822,
m
Qirl ws. BBOH p = 0.2508, o=
Spine distributien (P 6H) (nl-square Number of neurites analyzed Chiaquare, df = 2135, 2
Cerd p=03438 m
n =B (males)
R = 7 (females)
Alcohol
= 12 (males)
a = 10 (fomales)
from 3 independent necnates
Spine demuszy tn Gad67.GFP mice (Pig. 60 Unpatred t.test n = 20 fibers amalyzed from 3 antmals Qrl v, BROH
p = 0.0013%
Cortteal of in Cirl and FAS Chl-square 3 ROls quantified by cortical layer from 5 Oxtaquare, df = 32.19.5
fetuses (Fig. 7E) Cirl cases (CWI5-39) and 1 FAS case at P = 0.000]*
cwi7
Effeci of cthanol and MKBO1 on MMP.9-like activity in P2 Oneway ANOVA a =13 for Ol and Glut ANOVA F 5.147 p = 0.0010*
cortical slices (Supplementary Fig. 1A) Tukey's post-test r = 5 for the other groups Tukey's post-test
Qirl . Gt p = 0.0109°
Glat v Ghat + Fxh p = 0.0482°
Clut vz MKBO] p = 0.0025"*
Clut vz Ghat + MKSO] p = 0.0208"
Effect of ethanol and MKBO1 on tPA-like scitviry in P2 cortical  One-way ANOVA n = 10 for Qrl and Ghat ANOVA F 1894 p « 0.0001%**
alicen (Supplenentary Fig. 18} Tukey's post-test r = 5 for the other groups Tukey's post-test
Qi ws. Gt p = 0.0359°
Qriw. Bth p = 0.0408°
Qi w5, Glut + Btk p = 0,0002°*
Ol w. MESO1 p = 0.0025"
Qi w. Glut » MKED] p = 0.0268°
Glut v Brh p < 0.00017777
Glut vz Ghat +Eth p < 0.0001°7*7
Clut vz MKBO1 p = 0000177
Glat v Ghat + MKBO1 p < 0.000177%*
Effect of glutamate on 1PA activity (Supplementary Fig. 28) Unpatred t-test a=3 Qi w. Glutamate
= 0.012°
Timne £ffect of cthanol and & on capmed ¥ tiest a = 5 for Qirl and cthanol conditions PQH‘MH
analyzed by Westem blot (Supplementary Fig. JA) 7 = 4 for Qrl and ketamine conditions for each Incubation time
Qirl ws. kefamine
P = 0.0007+*
Effect of ethanol on caspase. 3 lke activity (Sups Y Usp d et m = B for all conditions Qirl ws. ethanol ns
Fig. 3B) for each incubation time
Cirl w5, ketamine
P=00417¢

Table 1), a GABAergic marker of human cortical interneuron sub-
populations present in superficial cortical layers. Immunohistochemical
procedures included microwave pretreatment to aid antigen retrieval
{pretreatment CC1 kit, Ventana Medical Systems Inc., Tucson AZ, USA).
Sections were incubated for 32min at room temperature using the
Ventana Benchmark XT system. After incubation, slides were processed

using the Ultraview Universal DAB detection kit (Ventana) and coun-

terstained with hematoxylin.

2.18. Quanrification of calretinin internewrons in the human cortex

To measure the calretinin-positive cell densities in the 37 WG
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Fig. 1. Effects of acute ethanol exposure on MMP-9
activity in P2 cortical slices. A: Gol zymography
quantification of MMP-9 aciivily In eximcts from
microdissected cortices exposed for 3h to aCSF
(Ctrl), glutamate (100 pM; Glut) or ethanol (50 mM;
Eth) alone or assoctated. B, C DO-gelatin-FITC ac-
tvity via in sisw zymography performed on cultured
cortical slices at P2 (B). Endothelial cells labelled
with isolectin-TRITC (C) Indicate that gelstinase ac-
uvity Is closely assoctated with radial corucal mi-
crovessels (arrowhaads) and tangential vessels from
the plal migratory roule (amows). D Timelapse
quantification of DQ-gelatin-FITC proteolysis in P2
cortical slices from wild-type mice exposad for 3h (o
a(SF (Cirl), glutamate (100pM; Gluil) or ethanol
(50 mM; Fth) aloné or colncubated E Timelapse
quantification of DO-gelatin-FITC proteolysis in P2
cortical slices from Grinl**/VeCad™™ mice exposed
for 3 h lo aCSF (Cirf), glutamate (100pM; Glul) or
ethanol (SO0mM; Eth) alone or coincubated. For gel
ymography experiments, *'p < 0.01 i control
and **p < 0.01 vs glulamate wsing one-way ana-
tysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's pos-
lest. For m sim zymography experiments,
***p < 0.001 v& control and ***p < 0.001 gluta-
b mate vs. glutamate + ethanol Details of the statis-
tical analysis are provided in
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cortices, images were acquired and saved in TIFF format using a Leica
DMI 60008 microscope. Images were subsequently opened in Mercator
software, and ROIs were drawn. Counting frames were defined within
the ROls, and a threshold was set to differentiate calretinin-positive
cells from the background. Metamorph software (Roper Scientific, Evry,
France) generated an Excel file providing the number of objects (cal-
retinin-positive cells) and RO areas, yielding the cell densities.

2.19. Swatistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software.
Tahle 2 summarizes the tests used for each experiment, the number of

s 10

independent experiments, and the p-values. Data are provided as mean
values + the standard error of the mean (SEM).

3. Results

3.1. Alcohol inhibics glutamate-induced endothelial MMP-9 activity in
culnured cortical slices from mouse neonates

Because i) migrating GABA intemeurons arising from the superficial
margmal zone enter the nm:om.x using radial vessels as guides (1

n et al,, ) i) neurmml endothelial cells express

funcuonal wm roccptnul 1), and iii) alcohol, which
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inhibits the NMDA- R (Z

(Jégou et al., 2012

would impact the cndalhdml cell activity of pial and radial cortical
microvessels. Gel zymography experiments performed at P2, when
GABA intemmeurons arising from the superficial marginal zone are still

1., 2015), impairs cortical angiogenesis
1 7), we hypothesized that alcohol
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entering the cortical plate (Miy and ; 2011; Xu el 2011)
revealed that treating cortical slices with MU(.‘I!‘I‘L}{L l100 uM) greatly
increased the MMP-9 activity (p < 0.01; |
slices with 50 mM alcohol significantly prevented glutamate from af-
fecting the MMP-9 activity (p < 0.01;

A). Coincubating the
A). Cleavage of the

Fig. 2. Effects of glutamate and acute ethanol ex-
posure on (PA and MMP-9 activities in P2 cortical
slices from wild-type and tPA-knockout mice. A:
Graphical Illustration of the tPA-dependent me-
chanism leading to MMP-$ activation and animal
strains used for in s transposition to cultured cor-
tcal sices. B: Gal rymogrphy quantification of the
effect of glutamate (100uM; Gluf) on MMP-9 ac-
uvity In wild-type (WT) and tPA mice. LPA Zy-
mography blots were used as a pegative control
C-E DQ-cazadn-FITC acuivity by in et Zymography
on a cultured cortical shice at P2 (C). isolectin-TRITC
labeling (D) indicates that the (PA-like prolease ac-
avity is closely associated with the plal vasculature
(armowheads) and radial microvessels from the su-
perfictal cortical layers (arows; E). F,G: Time-lapse
quantification of the DO-casein-FITC proteolysis in
P2 cortical slices from WT (F) and PA (G) mice
exposed for 2h to aCSF (Qrl), glutamate (100 pM;
Glut) or ethanol (50 mM; Eth) alone or assoctated
For the gel Zymography experiments, **"p < 0.001
¥< WT control using an unpalred t-lest. For the tn st
zymography experiments: ###p < 0.001 gluta-
mate vi glulamate + ethanol using a wo-way
ANOVA followed by Bonferronl’s posi-test. Details of
the statistical analysis are provided In Ta
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quenched MMP-like substrate DQ-gelatin-FITC appearing in the in sim
zymographies performed on cultured cortical slices at P2 showed that
the gelatinase activity was located at the tangential microvessels
{ B, € arrows) and along the radial microvessels from the cortical
superficial layvers (Fig. 1B, C; arowheads). In s zvmographies re-
vealed that incubating the cultured slices with glutamate (100 pM)
significantly increased the endothelial-associated MMP-like activity
(treatment effect p < 0.0001; 1D). Ethancl (50 mM; D) and
MKS01 (20 pM; Supplementary Fig. 1A) significantly blocked the sti-
mulatory effect of glutamate on the MMP-like activity. In P2 cortical
slices from Grin1™™/VeCad™ mice, neither glutamate (100pM) nor
ethanol (S50mM) were able to modify the basal MMP-9 activity
(F E).

3.2. Alcohol inhibics the glutamate-induced endocheliol MMP-9 acovity
through a tPA-dependent process

Because a functional link exists between MMP-9 and the endothelial
protease, tPA ( l 4 : £ 2013; ZA), we
investigated the effect of }.lutn'm'(_ ﬂd ahcthol on tPA activity. Gel
zymography experiments performed on wild-tvpe P2 cortical extracts
showed that glutamate (100pM) increased both tPA (Supplementary
Fig. 2) and MMP-9 activities (Fig. 2B). Conversely, in tPA mice,
glutamate (100 pM) failed to stimulate the MMP-9 activity. and no tPA
activity was detected ( 2B). As with MMP-9, the tPA-like activity
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aCSF Glut (180 0D

Fig. 3. Effects of glutamate and alcohol on Intracellular calcium mobilization in cultured dissociated endo
fluorescent labeling showing GluN1 subunit Immunoreactivity (green puncta) in an isolated cortical microvessel from a P2 neonate. End

Nasobulogy of Disease 145 (2020) 105074

was visualized by in siny zymography on cultured P2 cortical slices using
the DQ-casein-FITC substrate (¢ 2C-E). Colabelling the cortical mi-
crovessels with isolectin-TRITC indicated that the tPA-like proteolytic
activity colocalired with both pial { 2C-E; amrows) and radial cor
tical microvessels ( 2C-E; arrowheads). In addition, kinetics of the
DQ-casein-FITC proteolysis showed that alcohol (50 mM; 2F;
treatment effect p < 0.0001) and MKS01 (20uM; Supplementary
Fig. 1B) significantly inhibited the glutamate-induced tPA-like activity.
In slices from tPA neonates, neither glutamate (100 pM) nor alcohol
(50 mM) modified the endothelial MMP-9 activity, thus supporting tPA
dependent MMP-9 activation (Fig. 2G).

3.3. Acute alcohol exposure inhibic glutamate-induced calcium
mabilizanon in neonatal endothelial cells

Glutamate-induced stimulation of MMP-9 and tPA activities on
cortical microvessels is NMDA-R-dependent (
). However, because several cell types express '\'\ﬂ)f\
Rt. in the developing cortex, we used calcimetry to investigate a direct
effect of glutamate and ethanol on cultured dissociated endothelial cells
from P2 cc s ( ). Immunohistochemistry showed characteristic
GluN1-positive puncta in both isolated microvessels and dissociated
endothelial cells colabelled with CD31 antibody (I A, B). After
loading the endothelial cells with the matiometric probe FURA2
( C), glutamate perfusion (100pM) markedly

increased

H0-38D ratio ch

ellal cells from neonatal cortical microvessels. A: Triple
elial celis are labelled

with a CD31 anll;mdy Nuckel are labsllad with Hoechst B: Inr.-hv Auorescent I.|lemg showing GluN1 subunit Immunoreactivity (green puncta) in cultured dis-

ad endothelial cells from P2 cortical microvessels. Endothelial cells are [s

e with €31 antibody. Nuclef are stained with Hoechst. C: Cultured endothelial

cells from P2 cortical microvessels loaded with the rallometric probe Fura-2. D: False color of the 340/380 rallo changes representing Intraceflular calclum mo-

bilization after exposure to glutamate (100 pM). The color sc

e shows the absent (black) and maximal (while) mtio change

E Quantification of the 340/380 ratio

changes in under basal conditions (Cirl) or after perfusion with glutamate (100 pM; Glut) and ethanol (50 mM; Eth) alone or asociated. ****p < 0.0001 v& control

and ####p

< 0.0001 vs. glulamate using one-way ANOVA followed by Tukey's posi-test. Detalls of the stat

tical analysis are provided in

prefation of the references to color in this figure legend, the reader Is refermed o the web version of this article.)
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intraceNular calcium levels ([Ca®* ] p < 0.0001; Fig. 3D, E). Admin-
istering alcohel alone in the culture medium yielded no apparent mo-
bilization of intracellular calcium (Fig. 3E). Conversely, coadminis-
tering alcohol with glutamate (100pM) significantly reduced the
stimulatory effect of the excitatory neurotransmitter on [Ca®* ], mobi-
lization (p < 0.0001; Fig. 3E). Thus, acute alcohol exposure can di-
rectly interact with cultured neonatal endothelial cells to inhibit glu-
tamate-induced activation.

3.4. In utero alcohol exposure exacerbates ghuramare-induced of

Neurobtology of Disease 145 (2020) 105074

alcohol exposure on Gad67-GFP intemeuron positioning using FVB-Tg
(GadGFP)457045wn transgenic mice. Actually, Oliva and colleagues
previously reported that these intemeurons were preferentially located
in cortical layers IV (Oliva et al, 2000; Fig. 6A-C). As Nunez and
McCarthy reported that the GABAergic system may mature differently
between sexes during perinatal life, we considered females and males
separately (Fig. 6D; Nufiez and McCarthy, 2007). Although the effects
of alcohol appear to be more pronounced in males, no sex-related dif-
ferences were observed, and data were consequently collapsed. Mor-

'

I ic analyses indicated that at P15, a developmental stage at

neonatal endothelial cells

The inhibitory effect of alcohol on glutamate-induced [Ca®* ), ac-
tivation in dissociated endothelial cells is consistent with findings from
previous studies on other cultured cell types, including neurons
(Lovinger et al., 1989; Zhao et al., 2015). However, to transpose these
mmdmahtominmmdmodek.wemruﬁgsmdﬂmeﬂeﬂol
in utero alcohol exp e on gl duced
cell activation (Fig. 4). Cortical slices were labelled using FURA-2
(calcium probe) and isolectin-TRITC to quantify [Ca®* ], in both nerve
and endothelial cells from the superficial cortical layers (Fig. 4A-C). In
the nerve cells (isolectin-negative), glutamate perfusion (100 pM) in-
creased the [Ca®* ], (Fig. 4D). In contrast to what observed in the dis-
sociated cells, in urere alcohol exposure exacerbated the effect of
tamate on [Ca®*] (p < 0.01; Fig. 4D, E). Similarly, [Ca®'}y
quantification of endothelial cells (isolectin-TRITC-positive) revealed
that glutamate exacerbated the effects in animals previously exposed to
lknlmlmm(p-:ﬂ.oﬁ;ﬁs 4F, G). Thus, alcohol impaired the

neti of I endothelial cells in the de-
ve!oplm cornex and evidenced differential effects of alcohol dependent
on the experimental model used (Le., acute in vigo administration or in
vivo exposure during fetal life).

3.5. In utero alcohol exposure exacerbates both NMDA-R subunit
expression and endothelial MMP-9 activity

To clarify the effect of in uterc alcohol exposure on glutamate-in-
duced [Ca®* ]y mobilization, we performed Western blot experiments
targeting several NMDA-R subunits in the cortical extracts from the
control and in urero alcohol-exposed neonates (Fig. 5A-C). The GluN1
subunit was significantly overexpressed in the cortex of neonates ex-
posed to alcohol in utero from GD15-GD20, (p < 0.01; Fig. SA). The
GluN2A and GluN2B subunits were also increased but not significantly
(Fig. 5B, C).

Alcohol-i d GluN1 pression may explain the exacerbated
effect of glutamate on [Ca®* | mobilization observed in both nerve and
endothelial cells. To focus on endothelial activity, we quantified the
effect of glutamate on in wero alcohol-exposed by in siu zy-
mography (Fig. 5D). Kinetics analysis showed that in the cortical mi-
crovessels, 100uM glutamate significantly increased the MMP-9-like
activity in both control (Fig. 5D; upper panel) and in utero alcohol-ex-
posed neonates (Fig. SD; lower panel). However, the stimulatory effect
of 100 M glutamate on the MMP-9-like activity was much more im-
portant in the P2 cortical slices from the in utero alcohol-exposed neo-
nates (p < 0.001; Fig. SE). Conversely, basal MMP-9 activities did not
differ between the control and in utero alcohol-exposed neonates. Thus,
Sdays of in wero alcohol exposure induced both an adaptive over-
expression of the NMDA-R subunits in the fetal cortex and an exacer-
bation of the glutamate-evoked MMP-9 endothelial activity.

a2

3.6. Inurero alcohol exposure impairs the positioning and density of cortical
Gad67-GFP interneurons in the developing motse cortex

Because GABAergic interneurons migrating from the superficial
marginal zone preferentially populate the cortical superficial layers
(Miyoshi and Fishell, 2011), we investigated the effect of in utero

10

which Gad67-GFP neuron positioning in the superficial cortical layers is
almost achieved (Southwell et al,, 2012), in utero alcohol exposure in-
duced a significant increase in Gad67-GFP interneuron density
(+18.4% = 3.9; p < 0.05; Fig. 6B-D) with a mispositioning im-
balanced towards layer IV (Fig. £B, C). Western blot assays supported
histological data and showed i i eGFP protein expression in
cortical extracts from the alcchol-exposed neonates (p < 0.01;
Fig. 6E). Western blots performed using two cell markers of the GA-
BAergic lineage, Dix1 and somatostatin (S5t; Fig. 6F, G), revealed that
in wero alcohol exposure significantly increased Dix]1 expression
(p < 0.05; Fig. 6F), while SSt expression decreased without reaching
significance (Fig. 6G). As dendritic spine morphology may be an in-
dicator of ongoing neuronal differentiation (Bourne and Harris, 2008),
we also investigated the effects of in utero aleohol exposure on this
parameter (Fig. 6H, I). Visualization and quantification of different
spine subtypes showed that in utero alcohol exposure did not modify the
distribution of filipodia, stubbies or mushrooms (Fig. 6H) but sig-
nificantly increased the spine density (p < 0.01; Fig. 61).

3.7. In utero alcohol exposure alters the density and positioning of cortical
calrednin interneurons in the feral human cortex

In the FAS brain, frontal corex calretinin immunohistochemistry
revealed two major types of lesions compared with the age-matched
control brains (Fig. 7A,B; Supplementary Fig. 5). First, the distribution
of cortical interneurons was drastically impaired. In the control brain,
calretinin-positive intemneurons were mainly located in layers IT and 11T
(Fig. 7A; arrows), whereas the FAS brmain contained few im-
munoreactive cells in these layers (Fig. 7B; ammows). Conversely, nu-
merous calretinin-positive neurons were detected in the deepest part of
layer Il and in deepest layers (Fig. 7B; arrows). Quantitative analysis of
interneuron density in the whole cortical plate confirmed that the cal-
retinin-positive intemeuron density was drastically decreased in the
wmum:amwmmmhm(mm

positive cell density was globally unchanged in
unwmmwmrmg.m A chi-square comparison of the in-
trinsic distribution of calretinin-positive cells in the cortex of the FAS
case showed that this patient significantly differed (Chi® = 32.19, df 5,
p < 0.0001) from the control brains (Fig. 7E).

4. Discussion

The present study revealed the following results. i) Ethanol directly
inhibited glutamate-induced calcium mobilization in dissociated neo-
natal endothelial cells, ii) In cultured cortical slices from mouse neo-
nates, the effect of alcohol on MMP-9 and tPA was closely associated
with pial microvessels bordering the superficial marginal zone, iii) The
effect of alcohol on endothelial MMP-9 is dependent of the endothelial
NMDA receptor, iv) In contrast to in vifro experiments, in ufero alcohol
exposure exacerbated slmmt&iuﬂumdMHl‘Omuuonumee
microvessels, v) In utero alechol induced an p of
Nmnwmmmmpumm and vi) These functional
and molecular effects of in utero alcohol exposure were associated with
mispositioning of interneurons populating the superficial cortical layers
in both mouse and human neonates/fetuses. Highlights have been
synthetized in a grphical abstract (Fig. 8).
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Fig. 4. Effecis of glutamaie on Intraceflular calcium mobilization in nervous and endothelial cells on cortical slices from P2 in were aloohol-exposed neonates. A
Fura2-loaded nervous (arrow heads) and endothelial (arrows) cells. B Endothedial cells labelled with isolectin-TRITC In cortical radial microvessels. € Overlay of
Isolectin-TRITC-positive endothelial cells loaded with the Fura2 probe (amow) Nervous cells negative for isolectin-TRITC. D: Effect of glutamate (100 pM) on
intracellular caletum mobilization in nervous cells from P2 control and in wrero alcohol-exposed neonates quantified in the superficial cortucal layers of cultured brain
dices !'];TJPPI!L‘AI insart). In the “Flhanol™ group, pregnant mice recelved a d.ill!f Injection of alcohod (3 £ kg] from GD15-GD20. E Statsucal mal_\'xl.-. of the affact of
glutamate (100uM) on iniracellular calcium mobilization In nervous cells from P2 coriical slices of conirol and in urrro alcohol-exposed neonates. In wero aloohol
exposure exacerbated glutamate-induced calcium mobilization. AUC area under the curve. F. Effect of glutamate (100 pM) o intracellular calcium mobilization In
endothelial cells from P2 cortical slices of control and oy wero alcohol-exposed neonates quantified 1n both tangential pial microvessels and radial microvessels from
the superficial cortical layers (graphical insert). G: Statistical analysis of the effect of glutamate {100 uM) on Intracellular calcium mobilization in endothelial cells
from P2 contical slices of control and in uero alcohol-exposed neonates. In wero alcohol exposure exacerbated glutamate-induced calcum mobilization. AUC area
under the curve. For calcimetry experiments, *p < 0.05; **p < 0.01 i control using an unpatred t-test. Detalls of the statistical analysis are provided in
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In wtero alcohol exposure has damaging effects on bmin develop- that alcohol alters neural tube formation (Haghighi Poodeh ot al,

ment and can lead to behavioral and cognitive disabilities (Riley ot al, 2014), neurogenesis (Rubert et al., 2006), cell migration (Shenoda
2011; Bakoyiannis et al, 2014). Unsurprisingly, most studies of the 2017), apoptosis (Ikonomidou et al., 2000), astrogliogenesis (Vemuri
mechanisms involved have focused on nervous cells and have reported and Chetty, 2005) and myelination (Cao et al., 2014). Furthermore,
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Fig. 5. Effects of in werp alcohol exposure on expression of cortical NMDA-R subunits and endothelial calcium mobilization. A-C: Western biot quantified the effect of
in were alcobol exposure on cortical expressions of GluN1 (A), GluN2A (B) and GluN2B (C) subunits in microdissecied cortices from P2 neonates. Ix In siny
zymography quantification of the effect of glutamate (100 M) on endothelial MMPS-like activity in microvessels from the plal migratory route in the control (upper
paned) and in wero alcohol-exposed (lower panel) neonates. E S al analysisof a3-h at of P2 cortical slices to glutamate (100 pM) on endothelial MMP9-
ltke activity In control (no alcohol exposure during pregnancy) and fn wero alcohol-exposed mice. For the Western blot assays, **p < 0.01 v control using an
unpaired rtesi For kinetics analysis via tn sl zymography, two-way ANOVA followed by Bonferroni's poss-test, *p < 0.05; **°p < 0.001 & control. MMP-9
activity was compared between the four groups it one-way ANOVA followed by Tukey's post-lest *p < 0.05; ***"p < 0.0001 vx basal acuvity; ###4p < 0.0001
vs. gluiamate from neonates unexposed to alcohol during pregnancy. Details of the statistical analysis are provided in Table 2.
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Fig. 6. Effects of I weero aloohol exposure on Gad67-GFP Intemeuron positioning and morphometinic charactenstics A-C Nissh-siained section Indicating the
supesiicial cortical layers In a developing mowse braln at P15 (A) positioning of G3 -GFP neurons In the supesiicial conical layers of the control (B) and tn wero
alcohol-exposed mice. Alcohol Increased the GFP-positive cell density In layer IV. DX Quantificalion of the effect of In ueero alcobol exposure on the density of Gad67-
GFP neurons populating superficial cortical layer [V in P15 neonates. E-G: Western blot quantification of GFF (E), Dix-1 (F) and SSt (G) protein levels i micro
dissected corticoss from P15 neonates exposed (EIOH) or nol (Qxrl) (o akcohal during gestation. H, I Distribution of spine subtypes (H) and quantification of spine
density (1) In superficial cortical layers from P15 neonates exposed or not (o alcohol during gestation. Morphometric analysis was performed after confocal ac
quisition. For density analyses and western blots, *p < 0.05] ""p < 0.01 vi control using an unpalred ~test For spine distnibution, chi-square analysis, nsc not
significant. Detalls of the statistical analysis are provided in

postmortem histopathological studies revealed impaired cortical oligodendrocytes (1 { 2016). Alcohol has been shown to impair
layering associated with altered neuronal and glial cell positioning ( cortical angiogenesis in fetal brains in both animal models and humans

Mont K 2014). More recent studies have revealed that brain (Jégou et 2012; ryer al., 2017). Recent studies have shown
microvessels are major contributors in controlling migration and posi- that neonatal endothelial cells from the pial microvessels express

tioning of GABAergic interneurons (W 2013) and functional NMDA receptors (I 2020). Glutamate controls
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endothelial MMP-9 and tPA activity under NMDA-R activation (Léger
et al., 2020). Since ethanol is a NMDA antagonist (Zhao et al., 2015),
and MMP-9 is required for correct neuronal migration (Vaillant et al,
2003), we investigated the effects of alcohol on endothelial MMP-2
activity along pial microvessels to clarify the not yet determined me-
chanisms sustaining the GABA interneuron mispositioning described in
FAS neonates.

4.1. Effects of acute alcohol mreatment on intracellular calcium mobilizanon
in dissociated neonatal endothelial cells

Alcohol toxicity during neurodevelopment is a complex process
resulting from indirect and direct actions on lipid membranes (Yalcin

Calretinin-pmitive celis

A1 )

L I )
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Ag. 7. Effect of in wero alcohol exposure on the
density and positoning of GABASrgic calretinin-po-
sitive Inlerneurons in the human cortex. A, B:
Visualization of the positoning of calregnin-im-
munoteaciive inlemeurons In the neocoriex of
37WG control (A) and FAS (B) fetuses. Nole that In
the control fetus, Immunoresctive calls (red amrows)
are mainly located in layers 11 and 1 while in the
I7WG FAS fetal braln, numerous Immunoreactive
cells are present in layers IV and V (red arrows). C
Quantification of the calretinin-posttive cell density
in cortical layers |-Vl from five coatrol fetuses
(A5-39WG; Table 1) and a 37GW FAS case. D: Gal-
retinin-positive cell density was quantified In the
whole cortical layers of the five 37WG control and
the FAS fetal brain. E: Intrinsic distributions of cal-
retinin-positive cells were compared In coftical
layers |-Vl from fve control fetuses (AS5-J9WG:
Table 1) and & 37WG FAS case. Chi-square analysis
indicated that the cortical distributions significantly
differed between the control group (5 cases) and the
FAS case. Detalls of the statistical analysis are pro-
vided In Table 2. (For Inerpretation of the references
10 color In this figure legend, the reader & referred 1o
the web version of this amicle.)

et al, 2017), metabolite-induced effects (Matsushita and Higuchi,
2017), and altered neurotransmission. Ethanol is an NMDA-R antago-
nist (Zhao et al, 2015) and GABA-receptor agonist (Chandler et al,
2018). Previous studies have demonstrated that neonatal endothelial
cells express functional NMDA-R, suggesting that alcohol could directly
affects their activity (Legros et al., 2009). Immunohistochemistry con-
firmed GluN1 subunit expression in cortical microvessels and in dis-
sociated neonatal endothelial cells, and glutamate significantly in-
creased intracellular calcium mobilization. Coadministering aleohol
significantly reduced the effect of glutamate, giving a first evidence that
alcohol directly interacts with cortical neonatal endothelial cells to
impair glutamate-evoked activity.
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4.2. Effecs of acute alcohol exposure on endothelial protease activation in
cortical slices

During neurodevelopment, glutamate controls endothelial MMP-9
and tPA activation in pial microvessels through an NMDA-R-dependent
mechanism (Léger et al., 2020). Previous studies have shown that these
two proteases are major contributors in controlling physiological (Ould-
Yahoui et al., 2013; Pasquet et al., 2019) and pathological (Yeh et &L,
2016) cell migration by degrading the extracellular matrix. We per-
formed gel and in s zymographies to test how alcohol affects MMP-9
and tPA activity along the pial microvessels. Previous gel zymographies
confirned that glutamate significantly increased MMP-9 and tPA ac-
tivity in extracts of microdissected cortices from mouse neonates (Léger
et al, 2020), The present data also revealed that acute ethanol

incubation significantly reduced the effect of glutamate on MMP-9 and
tPA activities. In addition, in situ zymography experiments performed
on organotypic slices revealed that both the MMP-9 and tPA-like ac-
tivities closely overlapped tangential pial and radial cortical micro-
vessels. Interestingly, the effects of glutamate and alcohol on MMP-9
activity were abrogated in tPA-knockout mice and in Grinl®®/Ve-
Cad™™ mice, reinforcing the functional link associating endothelial
NMDA receptor, MMP-9, tPA and alcohol (fhao et al, 2004
Omouendze et al, 2013). In agreement with these results, Noel et al
(2011) found that tPA is required for FAS development in mice and a
recent study from Guizzettis group reported that in vivo alcohol ex-
posure increased tPA expression (plar gene) and activity in the devel-
oping brain (Wilhelm et al., 2018). Meanwhile the endothelial NMDA
receptor constitutes a molecular target of ethanol (Zhao et al, 2015)
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and seems to play a pivotal role on the alcohol-induced microvessel
dysfunction, ethanol also interacts with several cellular and meolecular
processes (Ehrhart ot al, 2019) suggesting that the NMDA receptor
probably contributes only for a pant on the wider physiopathological
effects of alcohol on brain development. Altogether, these data con-
stitute the first evidence that alcohol exposure alters the MMP-9 activity
along pial microvessels through a tPA and endothelial NMDA receptor-
dependent mechanism.

4.3, Distinct effects of in virro and in vivo alcohol expasure on endothelial
cell acavity

In vizro experiments showed that glutamate interacts with necnatal
microvessels and dissociated endothelial cells and that ethanol is able to
block its effects. To transpose in vivo the effects of alcohol observed in
viro on endothelial activity, we used an in wutero alcohol-exposure
protocol (Jégou et al.,, 2012; Lecuyer et al., 2017). Both in vitro and in
vivo data clearly showed that in utero alcohol exposure impaired the
endothelial activity of microvessels along the vessel-associated migra-
tion route of the GABAergic intemeurons. However, the aleohol-in-
duced endothelial dysfunction was differently evidenced between in
vitro and in vivo models. While in vigro, ethanol inhibited the glutamate-
induced activation of MMP-9, the effect of glutamate was exacerbated
in neonates previously exposed in utero to alcohol. Similar effects of
alcohol were also reported on neuronal cells (Baculis et al, 2015;
Nimitvilai et al, 2017). For example, a study showed that in contrast to
scute treatment, chronic in urero ethanol exposure enhanced cortical
neuron excitability (Nimitvilai et al, 2017). Westem blot experiments
targeting the NMDA-R, revealed that in utero aleohol exposure resulted
in marked overexpression of the GluN1 subunit. In line with these data,
Xiang et al (2015) found that exposing human embryonic stem cell-
derived cortical neurons to ethanol for 7 days highly upregulated the
expression of genes encoding four NMDA-R subunits: Grinl, Grin2A,
Grin2B and Grin2D. The diversity of murine models for the study of
FASD, their respective advantages and disavantages have been recently
reviewed (Almeida et al, 2020).

Altogether, these results were the first to demonstrate that i utero
resulting in exacerbated endothelial MMP-9 activity. Because migrating
GABAergic intemeurons and cortical microvessels share functional in-
teractions (Li et al, 2013; Won et al., 2013; Léger et al., 2021}).
investigated tbecﬂmdmma]mlhlwmﬂle iti

g of
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endothelial MMP-9 activation contributed to the GABA interneuron
mispositioning in the cortical layers of mouse neonates. In agreement,
Skorput ot al. (2015) showed that in utero alcohol exposure increased
the cortical density of Nkx2/Tomato-fluorescent interneurons origi-
nating from the medial ganglionic eminences while Cuzon and co-
workers showed that alcohol promoted premature migration of pri-
mordial GABAergic intemeurons (Cuzon et al., 2008). In addition,
comparing the distribution profiles of calretinin-positive interneurons
between a control case and a 37WG alcohol-exposed human brain, we
also identified a mispositioning of intemeurons which are normally
located within the superficial cortical layers with an increased density
in the deepest layers IV-V. In contrast, experiments performed re-
garding caspase-3 activation didn't revealed, at the dose which induced
endothelial dysfunction, & significant effect of alcohol on apoptosis
(Supplementary Fig. 3).
mmdﬂmitknw-ﬂmuﬂm:hhlmmm
during pregnancy can lead to 3 al def However,
Mﬂmntﬂiﬂmmm&mmmwhlwh-
cused on nerve cells. We had previously shown that alcohol consump-
tion during pregnancy can impair brain vasculature in both mouse and
human fetuses. The present study p des new and func-
tional evidence that alcohol alters cortical endothelial cell activity in
mouse neonates. In vivo, these effects include exacerbated glutamate-
induced activation of the endothelial protease MMP-9 from pial mi-
crovessels and mispositioned interneurons arising from the superficial
marginal zone. These data support that & microvessel integrity is re-
quired for adequate location of cortical neuron populations and provide
new insights into an unexplored neurovascular mechanism of alcohol-
induced impairments on brain development in FAS.
Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/1.nbd.2020.105074.
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GABA interneurons migrating along the superficial marginal zone.

4.4. In wtero alcohol expasure impaired the positoning of GABAergic
interneurons populating the superficial cordcal layers

To determine whether the effects of in wero alcohol exposure on
endothelial protease dysfunction along pial microvessels were asso-
ciated with impaired neuronal migration, we analyzed in FVB-Tg
(GadGFP)457045wn transgenic mice the location and density of GFP-
expressing interneurons which have shown to preferentially populate
the superficial cortical layers by migrating along the superficial mar-
ginal zone through an endothelial NMDA-dependent mechanism (Oliva
et al., 2000; Léger et al., 2020). Morphometric analyses revealed that in
alcohol-exposed mouse neonates, both Gad67-GFP cell density in layer
IV and the spine densities were increased. In recent studies, it has been
shown that i) MK80], an NMDA-R antagonist, inhibits the vessel-as-
sociated migration of GABA interneurons along the superficial marginal
zone (Léger et al., 2020), ii) in wero exposure of neonates to GM&D01, a
large-spectrum metalloproteinase inhibitor, decreased Gad67-GFP
neuronal densities in cortical layers [I-IV (Léger et al., 2020), and iii) in
Grin1™*/VeCad™ mice, invalidating endothelial NMDA-R induced a
lack of interneurons in the superficial cortical layers (Léger et al,
2020). Thus, the | Its support that the bated effect of in
utere alcohol exposure on both NMDA-R subunit expression and

1 p from the Région Normandie.
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