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Résumé :

Les progrées récents des techniques d’imagerie cérébrale ont permis d’identifier les
défauts de migration neuronale comme cause majeure de retards mentaux,
d’épilepsies et de nombreux syndromes neurologiques. La connaissance des
mécanismes intervenant dans la modulation de la migration neuronale est donc
capitale afin de prévenir de telles anomalies du développement cérébral foetal, dont
le colt socio-économique est élevé. Le travail réalisé au cours de cette these
s’inscrit dans le cadre de cette thématique.

De nombreuses études ont identifié les neurotransmetteurs comme des molécules
porteuses d’informations a un niveau plus large que celui de la seule transmission
synaptique. En effet, avant méme la formation de synapses, les neurotransmetteurs
sont présents au sein du tissu cérébral embryonnaire et exercent des actions
variées, influencant les étapes de genese, migration, différentiation et de mort
neuronale. Nous avons évalué les rbles joués par les neurotransmetteurs GABA et
glutamate au cours de la migration neuronale, ainsi que les conséquences de la
perturbation de leurs actions durant la construction du cerveau fcetal.

Afin d’étudier la migration neuronale, nous avons mis au point des préparations
originales permettant la visualisation directe de neurones fluorescents en migration.
Grace a elles, nous avons démontré I'existence d’une modulation de la migration
neuronale par le GABA et glutamate, libérés selon un mode de sécrétion « non
vésiculaire » et agissant par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Nous avons
montré que les mécanismes modulant la migration sont caractéristiques du type
neuronal et du mode migratoire considéré. Ainsi, la migration radiale des futurs
neurones glutamatergiques est modulée majoritairement par [I'activation de
récepteurs GABA,, alors que la migration tangentielle des futurs interneurones
GABAergiques est modulée par l'activation de récepteurs glutamatergiques de type
AMPA. Ces résultats suggérent également I'existence d’une communication précoce
entre neurones glutamatergiques et interneurones, pouvant contribuer a la
construction cérébrale. Par la suite, nous avons évalué le risque de survenue de
malformations cérébrales foetales, suite a I'administration de médicaments anti-
épileptiques, qui potentialisent I'action du GABA, limitent I'action du glutamate et
modulent I'activité des canaux ioniques. Nous avons observé une incidence accrue
de micro-dysplasies cortico-hippocampiques, a rapprocher de défauts de migration,
suite a l'administration chez la rate gestante de valproate et de vigabatrin a des
doses compatibles avec celles employées pour le traitement de la femme enceinte
épileptique.

Ces résultats soulignent le réle central joué par les neurotransmetteurs GABA et
glutamate, en tant que signaux informatifs majeurs du cerveau en développement.
De plus, ils suggerent le besoin d’évaluer I'impact de I'exposition a des composés
pharmacologiques interférant avec les actions de ces neurotransmetteurs lors de la
maturation cérébrale.
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Avant-propos.

Afin de construire un cerveau adulte correctement élaboré, les jeunes neurones
doivent migrer a partir de leurs zones de genese, jusqu’a leurs emplacements
définitifs au sein du tissu cérébral, ou ils vont élaborer des contacts synaptiques
et constituer un réseau neuronal fonctionnel. Les progrés récents des techniques
d'imagerie cérébrale ont permis d’identifier les défauts de migration neuronale
comme cause majeure de retards mentaux, d’épilepsies et de nombreux
syndromes neurologiques. La connaissance des mécanismes intervenant dans la
modulation de la migration neuronale est donc capitale afin de prévenir de telles
anomalies du développement cérébral feetal, dont le colit socio-économique est

élevé. Ce travail de these s’inscrit dans le cadre de cette thématique.

De nombreuses études ont identifié les neurotransmetteurs comme des
molécules porteuses d’informations a un niveau plus large que celui de la seule
transmission synaptique. En effet, avant méme la formation de synapses, les
neurotransmetteurs sont présents au sein du tissu cérébral embryonnaire et
exercent des actions variées, influencant les étapes de genese, migration,
différentiation et de mort neuronale. Nous avons évalué les rOles joués par les
acides aminés neurotransmetteurs GABA (acide gamma-amino-butyrique) et
glutamate au cours de la migration neuronale, ainsi que les conséquences de la
perturbation de leurs actions par les antiépileptiques durant la construction du

cerveau feetal.

Les résultats des travaux réalisés au cours de cette thése seront présentés a la
suite d’'une introduction générale les replacant dans un contexte bibliographique.
Le premier chapitre de cette introduction sera consacré a la neurogenese et aux
modes migratoires des neurones excitateurs et des interneurones corticaux et
hippocampiques. Le second chapitre sera consacré a |'expression précoce des
récepteurs et transporteurs du glutamate et du GABA. Le troisieme chapitre
concernera les actions modulatrices de ces deux neurotransmetteurs au cours de
la migration neuronale. De nombreux composés pharmacologiques étant

susceptibles d’interférer avec |'action des neurotransmetteurs, le quatriéme






chapitre présentera deux exemples de facteurs environnementaux perturbant la

construction cérébrale foetale : I’éthanol et de la cocaine.

Les résultats des travaux seront alors commentés et mis en perspective dans
une discussion générale, organisée en quatre parties. La premiéere partie de cette
discussion sera consacrée aux actions paracrines des neurotransmetteurs. La
seconde partie portera sur les actions modulatrices des transmetteurs et leurs
différences selon les modes migratoires considérés. La troisieme partie portera
sur les interactions précoces entre neurones excitateurs et interneurones, dés les
étapes de migration. Enfin, la quatrieme partie portera sur les défauts

migratoires survenant aprés exposition foetale aux antiépileptiques.






Introduction générale
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Figure 1. Régionalisation du télencéphale.

A) Schéma représentant les vésicules composant le prosencéphale, ébauche du cerveau
antérieur [D’aprés (Rallu et al., 2002)].

B) Reconstructions tridimensionnelles illustrant I'’émergence des deux vésicules
télencéphaliques (pointes de fléeches noires) et des ébauches des yeux (fleches blanches)
chez la souris. Les deux vésicules télencéphaliques sont bien discernables dés E13 chez
la souris (7 — 8 semaines chez ’'’Homme). [D’aprés (Monuki and Walsh, 2001)].

C) Coupe sagittale de cerveau de souris, illustrant la division du télencéphale en pallium
(ou télencéphale dorsal, en gris clair) et subpallium (ou télencéphale ventral, en gris
foncé). [D’aprés (Marin and Rubenstein, 2003)].

D) Coupe coronale de cerveau de souris a E13, illustrant les subdivisions du pallium (gris
clair), en un pallium médial (ébauche de I'hippocampe), dorsal (ébauche du néocortex) et
latéral (ébauche du cortex olfactif) et du subpallium (gris foncé), en éminence
ganglionnaire latérale (EGL) et médiale (EGM), ébauches du striatum et du pallidum, et
origine germinative des interneurones. [Modifié d'aprés (Schuurmans and Guillemot,
2002)].



Chapitre 1. Neurogenése et modes de migration

neuronale

1.1 Régionalisation et spécification du télencéphale.

Le Systéme Nerveux dérive du tube neural, un long tube constitué de cellules
neuroépithéliales, s’allongeant au niveau de la face dorsale de I'embryon. La
moelle spinale dérive de la portion caudale de ce tube, alors que la portion
rostrale donne naissance au cerveau, a la suite du bourgeonnement de trois, puis
cing vésicules primitives.

Le cerveau antérieur et ses structures associées dérivent de la vésicule la plus
antérieure, le prosencéphale, composé du diencéphale et du télencéphale, dont
les ébauches sont constituées des 8 jours de développement embryonnaire (E8)
chez la souris (Figure 1A). A E9, a la suite de mouvements d’évagination, le
télencéphale se transforme en deux vésicules, les vésicules télencéphaliques,
futurs hémisphéeres cérébraux, qui seront identifiables des E13 (Rallu et al., 2002
; Shimamura et al., 1995 ; Monuki and Walsh, 2001) (Figure 1B).

Chaque vésicule télencéphalique comporte deux grandes régions (Figure 1C) : 1)

un pallium dorsal, qui donnera naissance au cortex cérébral et a I'hippocampe et

2) un subpallium ventral, qui donnera naissance aux ganglions de la base.

La division pallium - subpallium peut étre affinée (Figure 1D) : le télencéphale
dorsal peut étre subdivisé en un pallium médial (ébauche de I'hippocampe), un
pallium dorsal (ébauche du néocortex) et un pallium latéral (ébauche du cortex
olfactif). De méme, le télencéphale ventral peut étre subdivisé en plusieurs
éminences ganglionnaires : I’éminence ganglionnaire latérale (EGL, ébauche du
striatum), médiale (EGM, ébauche du pallidum) et caudale (EGC) (Marin and
Rubenstein, 2003 ; Super et al., 1998).

Ces subdivisions, basées sur des criteres morphologiques, sont étroitement
corrélées avec l'expression de certains génes, facteurs de transcription et
molécules de signalisation permettant la régionalisation des zones germinatrices

télencéphaliques et la spécification des progéniteurs neuraux® qu’'elles

! Cellules pouvant donner naissance aux types cellulaires de la lignée neuronale et gliale.






contiennent (Schuurmans and Guillemot, 2002). Des les stades précoces du
développement embryonnaire, les parois des vésicules télencéphaliques
constituent une zone ventriculaire (ZV) composée d’'une mosaique complexe de
territoires germinatifs, dont les potentialités et la destinée sont distinctes et
spécifiques de la structure cérébrale a construire. Ainsi, les deux types
neuronaux principaux du cortex cérébral adulte, les neurones excitateurs
glutamatergiques (ou cellules principales) et les interneurones GABAergiques,
possedent des origines germinatives, des voies migratoires et des modes de
migration distincts :

- Les neurones excitateurs sont issus des territoires germinatifs de la zone

ventriculaire du pallium dorsal et migrent radialement vers leurs couches
corticales de destination ;

- Les interneurones sont issus des territoires germinatifs du subpallium ventral et

migrent tangentiellement vers leurs couches de destination.

1.2 Neurogenese corticale et migration radiale des

neurones excitateurs.

1.2.1 La zone ventriculaire du cortex cérébral embryonnaire,

zone de genése des neurones excitateurs.

La zone ventriculaire du cortex cérébral embryonnaire est un neuroépithélium
pseudostratifié, couche germinative qui contient les progéniteurs de la majorité
des neurones excitateurs qui composeront le néocortex adulte. Les premieres
descriptions des cellules de la zone ventriculaire ont été publiées a la fin du XIXe
siécle (Bentivoglio and Mazzarello, 1999) mais leur nature et potentialité n’ont

été révélées que récemment.
Premiéres observations des cellules neuroépithéliales :

Kolliker (Kolliker, 1896) et His (His, 1889) sont les premiers a observer et a
décrire un épithélium composé de cellules allongées, les cellules
neuroépithéliales, le long du systéme ventriculaire du cortex cérébral

embryonnaire. En utilisant la coloration de Golgi, Koélliker puis Magini



Plal surface

Zonal layer\ Y7 __Elﬁ_-_ A __‘_%f_}‘_k_ﬂp

t

o

5 6
Ventricular surface

Figure 2. Histoire du neuroépithélium périventriculaire.

A) Représentation par Kolliker des cellules neuroépithéliales (E) du cortex cérébral d’un
foeetus humain (4 mois de gestation). [Koélliker, 1896, tiré de (Bentivoglio and Mazzarello,
1999)]

B) Représentation par Magini des cellules neuroépithéliales (E) du cortex cérébral d’'un
foetus de veau (4 mois de gestation, dont les prolongements (fibres radiales) s’étendent
jusqu’a la surface externe du cerveau (B1l). Noter la présence de « varicosités » (V,
grossissement en B2), correspondant selon a Magini a des neurones en migration le long
des fibres radiales. [Magini, 1888, tiré de (Bentivoglio and Mazzarello, 1999)]

C) Représentation par Cajal des cellules neuroépithéliales du cortex cérébral d’'un lapin
nouveau-né, illustrant la présence de fibres radiaires (c) et d’arborisations terminales (B)
au niveau de la surface corticale externe. [Cajal, 1911, tiré de (Bentivoglio and
Mazzarello, 1999)]

D) Modéle proposé par Berry et Rogers, illustrant la migration nucléaire interkinétique
des cellules neuroépithéliales de Sauer (stades 1-3 et 7-9) et la migration des noyaux
des neurones nouvellement générés au sein des prolongements des cellules
neuroépithéliales (stades 4-6), avant détachement (stade 7) et différentiation (stades 8-
10). [D’apres (Berry and Rogers, 1965)]
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(Magini, 1888b ; Magini, 1888a) montrent que les cellules neuroépithéliales sont
cylindriques et possédent de longues fibres radiaires qui s’étendent a travers le
manteau cortical, jusqu’a la surface externe du cortex en développement (Figure
2A-B). Ramon y Cajal (Ramon y Cajal, 1911) décrit des prolongements radiaires
issus des cellules du neuroépithélium périventriculaire et formant des branches

terminales au niveau de la surface externe du cortex (Figure 2C).

Evolution des concepts, roles des cellules de la zone ventriculaire :

Magini (Magini, 1888b ; Magini, 1888a), en observant le long des fibres radiaires
de nombreuses cellules sphériques (des « varicosités »), suggére que ces cellules
sont les futurs neurones du cortex cérébral, alors en migration le long des fibres
radiaires. Il propose ainsi que les cellules neuroépithéliales sont a l'origine des
neurones (Figure 2B). Cajal (Ramon y Cajal, 1911) ne considére pas que les
fibres radiaires représentent un support migratoire pour les jeunes neurones,
mais plutot un support structural pour le cerveau en développement. Il observe
cependant des cellules arrondies présentant des figures mitotiques a proximité
de la surface ventriculaire et les décrit comme des cellules précurseurs des

neurones corticaux.

Plus tard, Sauer (Sauer, 1935) montre que les cellules neuroépithéliales sont
engagées dans un processus de migration nucléaire qualifiée d’interkinétique,
dans lequel leurs noyaux s’approchent de la surface ventriculaire pour se diviser,

faisant ainsi le lien avec les figures mitotiques décrites par Cajal.

Berry et Rogers (Berry and Rogers, 1965) proposent que les longs
prolongements des cellules épithéliales constituent un canal migratoire pour les
jeunes neurones, dont les noyaux migrent au sein du prolongement pour s’en
détacher apres avoir atteint leur destination (Figure 2D). Ainsi, les cellules
neuroépithéliales et les cellules présentant des figures mitotiques, décrites
initialement par Cajal, constitueraient la méme population, observée a des

stades distincts du cycle cellulaire.

Les suggestions de Magini, selon lesquelles les jeunes neurones migrent le long

des fibres radiaires, sont démontrées par Rakic (Rakic, 1972). En réalisant des
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Figure 3. Histoire de la glie radiaire.

A) Représentation par Rakic d’'une coupe coronale de cerveau faetal de singe (97 jours de
gestation), illustrant des neurones en migration (cadre élargi en B) le long des fibres de
la glie radiaire.

B) Reconstruction d’'un neurone en migration (N) le long d'une fibre radiaire (GR),
réalisée a partir de clichés en microscopie électronique, montrant un prolongement de
guidage (ou leading process, LP) orienté dans la direction de migration, et un trailing
process (TP) a 'opposé. [A et B, d’apres (Rakic, 1972)]

C) Immunomarquages avec anticorps dirigés contre la GFAP (en noir en C1 et en brun en
C2-4), sur coupes de cerveau feetal de singe (70 jours de gestation). Les fibres radiaires
marquées en C1l parcourent I'épaisseur du cortex, de la zone ventriculaire (VZ) a la
surface corticale externe, ou elles se terminent par des pieds (insert). Des doubles
marquages (C2-4) montrent des neurones (bleus) étroitement accolés aux fibres
radiaires (brunes). [D’aprés (Levitt and Rakic, 1980)]
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reconstructions a partir de clichés pris en microscopie électronique, Rakic décrit
des jeunes neurones de morphologie bipolaire en migration le long des
prolongements radiaires. Ces neurones ont un prolongement de guidage ou
leading process orienté dans la direction de migration et un trailing process a

I'opposé. Le leading process se termine par un cone de croissance (Figure 3A-B).

Concepts modernes, nature et potentialités des cellules de la zone ventriculaire :

La nature et les potentialités des cellules de la zone ventriculaire n‘ont pu étre
élucidées qu’avec l'avenement des techniques de microscopie électronique,

d'immunohistochimie et de biologie moléculaire.

Dans un premier temps, les travaux de Rakic révelent la nature gliale des cellules
radiaires de la zone ventriculaire, exprimant chez le primate le marqueur glial
GFAP et possédant des granules de glycogene (Rakic, 1972 ; Levitt and Rakic,
1980) (Figure 3C). A la suite de ces travaux, Rakic (Rakic, 1971a ; Rakic, 1971b)
introduit pour la premiére fois le terme de glie radiaire, a présent employé. Ces
cellules ont une morphologie bipolaire caractéristique, avec un prolongement au
contact de la bordure du ventricule et l'autre prolongement au contact de la
surface externe du cortex cérébral. D'autres études montrent par la suite que les
cellules de la glie radiaire expriment d’autres marqueurs astrocytaires, comme le
transporteur du glutamate GLAST, S1008, la glutamine synthase, la vimentine, la
tenascine-C et BLBP. La plupart de ces marqueurs gliaux caractéristiques sont
détectés des E12 chez la souris (Malatesta et al., 2000 ; Malatesta et al., 2003 ;
Hartfuss et al., 2001).

Dans un deuxiéme temps, l'existence d’une transition entre les cellules
neuroépithéliales précoces et les cellules de la glie radiaire, caractérisée par
I'apparition de l'expression de la nestine a ES9/E10 est montrée par Misson et
collaborateurs (Misson et al., 1988) et Frederiksen et McKay (Frederiksen and
McKay, 1988). De nombreuses études utilisant des vecteurs rétroviraux codant
pour des genes rapporteurs, afin de réaliser des études de lignage (Gray et al.,
1988 ; Price and Thurlow, 1988 ; Luskin et al., 1988 ; Grove et al., 1993 ;
Kornack and Rakic, 1995 ; Mione et al., 1997 ; Reid et al., 1997) montreront par
la suite que les cellules de la glie radiaire dérivent directement ou indirectement

des cellules neuroépithéliales précoces (Gotz and Huttner, 2005).
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Figure 4. Les cellules de la glie radiaire sont les progéniteurs des neurones
corticaux.

A) Une cellule gliale radiaire se divise (elle incorpore le marqueur de division cellulaire
BrdU en A3) au niveau de la zone ventriculaire (VZ) pour donner naissance a un neurone
(exprimant le marqueur neuronal Betalll tubuline, insert en Al) qui migre le long du
prolongement radiaire en direction de la plaque corticale (PC). Vidéomicroscopie (Al)
réalisée aprés marquage de la cellule gliale radiaire (exprimant la vimentine en A2) avec
un rétrovirus codant pour la GFP, qui s'insere au sein de I’ADN et est transmis aux
cellules filles. [D’aprés (Noctor et al., 2001)]

B) Au sein de la zone ventriculaire (VZ), les divisions des cellules de la glie radiaire
(cellules vertes marquées R) sont majoritairement asymétriques (mauve) et
neurogéniques (mauve clair) : elles donnent naissance a deux cellules filles distinctes, un
jeune neurone (cellule rouge qui migre en direction de la plaque corticale) et une autre
glie radiaire (cellule verte, auto-renouvellement).

Au sein de la zone sous-ventriculaire (ZSV), les divisions sont majoritairement
symétriques (bleu) et donnent majoritairement naissance a deux jeunes neurones (bleu
foncé) qui migrent le long de la glie radiaire en direction de la plaque corticale. Les
cellules se divisant au niveau de la ZSV sont des progéniteurs intermédiaires. [D’aprés
(Noctor et al., 2004)]
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Ainsi, avant la période de neurogenése (jusqu’a E9-E10), la zone ventriculaire
est composée de cellules neuroépithéliales précoces, considérées comme les
véritables cellules souches du Systeme Nerveux Central, qui se divisent pour
donner naissance aux cellules de la glie radiaire. Pendant la période de
neurogenese (a partir de E10-E11), les cellules de la glie radiaire constituent la
majorité des cellules en division de la zone ventriculaire du cortex embryonnaire
(Hartfuss et al., 2001 ; Noctor et al., 2002).

En 2001, les travaux du groupe de Kriegstein (Noctor et al., 2001) suggeérent
pour la premiere fois que les cellules de la glie radiaire sont les progéniteurs des
neurones corticaux. En injectant des vecteurs rétroviraux codant pour la protéine
fluorescente GFP, ils montrent par vidéo-microscopie que les cellules de la glie
radiaire donnent naissance a des jeunes neurones, migrant le long de la glie
radiaire qui leur a donné naissance (Figure 4A). De nombreuses études, utilisant
des approches similaires [adénovirus (Tamamaki et al., 2001), marquage au Dil
(Miyata et al., 2001)] ou le tri de cellules de la glie radiaire par FACS (Malatesta
et al., 2000), ont confirmé ces premiéres observations, démontrant qu’une
cellule de glie radiaire se divise pour donner naissance a un neurone et a une

autre glie radiaire (auto-renouvellement).

Selon la couche germinative considérée, les divisions cellulaires des cellules de la
glie radiaire ont des caractéristiques et des conséquences différentes (Noctor et
al., 2004) (Figure 4B) :

- Les divisions ayant lieu au niveau de la zone ventriculaire sont majoritairement

des divisions asymeétriques et neurogénigues : elles donnent naissance a deux

cellules filles distinctes, un jeune neurone et une nouvelle glie radiaire.
- Les divisions ayant lieu au niveau de la zone sous-ventriculaire sont

majoritairement des divisions symétriques terminales de  progéniteurs

intermédiaires : elles donnent naissance a deux cellules filles identiques, deux

jeunes neurones qui migrent radialement pour rejoindre la plaque corticale.

A I'heure actuelle, il existe une vision consensuelle de la neurogenese corticale
(Gotz and Huttner, 2005), qui considere que cette derniere s’effectue en deux
étapes :

1) Avant et pendant la neurogenése précoce, les cellules neuroépithéliales
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Figure 5. Modes de migration radiale.

A) Migration par translocation somatique. Le corps cellulaire du neurone, situé au niveau
de la zone ventriculaire a t=0, se hisse le long du prolongement de guidage, ancré au
niveau de la surface corticale externe.

B) Migration par locomotion, le long de la glie radiaire, au niveau de la zone
intermédiaire. La longueur du prolongement de guidage reste constante.

[D’apres (Nadarajah et al., 2001;Nadarajah et al., 2002)]
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précoces (véritables cellules souches neurales) donnent naissance aux cellules de
la glie radiaire [et peuvent également donner naissance a des neurones et a des
progéniteurs intermédiaires, (Haubensak et al., 2004)].

2) Pendant la neurogenese, les cellules de la glie radiaire (progéniteurs neuraux)

donnent naissance a la trés grande majorité des neurones corticaux et
hippocampiques, directement ou via la production de progéniteurs intermédiaires
(Malatesta et al., 2003 ; Noctor et al., 2004 ; Anthony et al., 2004).

1.2.2 Les modes de migration radiale des neurones

excitateurs.

La période de migration neuronale corticale s’étend de E11 a E18 chez la souris
(de 10 a 20 semaines chez I'Homme) et peut étre divisée en deux grandes
périodes? :

1) Une période précoce, ou stade de pré-plaque (E11) et stade de plague

corticale précoce (E13), correspondant respectivement a la premiére et a la

deuxiéeme vague migratoire.

2) Une seconde période, ou stade de plaque corticale (E14-E18), correspondant

aux vagues migratoires ultérieures.

La description des modes de migration des jeunes neurones corticaux en
direction de leur couche de destination a été rendue possible grace au
développement récent des techniques de vidéo-microscopie. En utilisant ce type
d’approche sur tranches de cortex embryonnaire, Nadarajah et collaborateurs
(Nadarajah et al., 2001) ont identifié deux modes de migration radiale
neuronale :

1) Un mode de migration par translocation somatigue (Figure 5A), utilisé aux

stades précoces (E14 dans leur étude, mais vraisemblablement dés les premieres
vagues de migration, voir plus loin).

2) Un mode de migration par locomotion (Figure 5B), utilisé aux stades plus
tardifs (E16 dans leur étude).

La translocation somatique est employée par les jeunes neurones ayant hérité du

2 Certains auteurs font la distinction entre le stade de pré-plaque et de plague corticale précoce.
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prolongement de la glie radiaire qui leur a donné naissance, comme démontré
par les travaux de Miyata et collaborateurs (Miyata et al., 2001). Dans ce cas,
I'extrémité du leading process du neurone est déja insérée au niveau de la
surface externe du cortex, puisqu’il correspond a la fibre radiaire. Le corps
cellulaire du jeune neurone n’a plus qu‘a se hisser (ou « transloquer ») jusqu’a la
plaque corticale. Le mouvement du corps cellulaire en translocation est continu
et le prolongement de guidage se raccourcit de maniere réguliere. La vitesse

moyenne de migration par translocation somatique est de I'ordre de 60 um / h.

A l'inverse, la locomotion concerne des neurones en migration le long de la glie
radiaire, et se caractérise par des mouvements discontinus, alternant des
périodes de déplacement rapide et des pauses, tout en conservant une longueur
constante du prolongement de guidage (voir plus loin). La vitesse moyenne de
migration par locomotion est de I'ordre de 35 ym / h. La différence de vélocité
entre les deux modes migratoires s’explique par le caractere discontinu des
mouvements des neurones en locomotion, opposé a la régularité des

mouvements des neurones en translocation.

Stade de pré-plaque / plaque corticale précoce (E11-E13) :

Des leur sortie du cycle cellulaire, les neurones corticaux pionniers migrent de
facon radiale a partir du neuroépithélium pour aller former la premiére couche
corticale identifiable, la pré-plaque [décrite initialement comme une couche
plexiforme primordiale par (Marin-Padilla, 1971)] (Figure 6B). Les neurones
générés par la suite migrent au sein de la pré-plaque (PP) pour former la plaque
corticale précoce, scindant la pré-plaque en une couche superficielle, la zone
marginale (ZM) et une couche profonde, la sous-plaque (SP) (Figure 6B). La
zone marginale (couche I) est constituée principalement de cellules de Cajal-
Retzius, générées entre E10.5 et E11.5 (Hevner et al., 2003 ; Bielle et al., 2005)

et d’'interneurones en migration (voir plus loin).

Les cellules de Cajal-Retzius jouent un role important dans le développement du
néocortex et de I'hippocampe, principalement grace a la sécrétion de la protéine
reeline. La réception du signal reeline par les jeunes neurones en migration est

indispensable a leur positionnement correct au sein de la plagque corticale
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Figure 6. Neurogenése et migration corticale.

A) Séquence de construction corticale de type inside-to-outside, mise en évidence par
Angevine et Sidman, par injection de thymidine tritiée (de E11 a E17, révélation par
autoradiographie a P10). Les neurones (points noirs) générés précocement (E11) sont
destinés aux couches corticales profondes, alors que les neurones générés tardivement
(E17) sont destinés aux couches superficielles. [D’aprés (Angevine, Jr. and Sidman,
1961)]

B) Séquence de construction corticale, illustrant la migration des vagues successives de
neurones (inside-to-outside, fleche orange) au stade pré-plague / plaque corticale
précoce et au stade plaque corticale. [D’aprés (Gupta et al., 2002)]

C) Chez le mutant reeler, les neurones ne parviennent pas a migrer au sein de la pré-
plague et s’accumulent a son contact, selon une séquence outside-to-inside (fleche
rouge).

D) Coupe coronale de cortex normal et reeler, montrant la désorganisation de la plaque
corticale et I'absence de sous-plaque chez le mutant reeler. [C et D, d’'aprés (Tissir and
Goffinet, 2003)]
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(Tissir and Goffinet, 2003). L'absence ou la perturbation de ce signal provoque
de séveres malformations du développement cortical, comme dans le cas de la
souris mutante reeler, dont l'organisation des couches corticales est fortement

perturbée.

Dans le cas normal, a chaque vague migratoire, les neurones nouvellement
générés migrent au sein de la plague corticale, dépassant la couche corticale
issue de la vague migratoire précédente. Ainsi, les neurones générés plus
tardivement migrent au-dela des couches corticales composées par les neurones
générés plus précocement. Cette séquence de construction corticale, du
ventricule vers la surface externe du cortex (ou séquence inside-to-outside ou
inside-out) a été décrite par Angevine et Sidman (Angevine, Jr. and Sidman,
1961) (Figure 6A), en utilisant la technique d’auto-radiographie aprés injection

de thymidine tritiée, un marqueur de division cellulaire.

Dans le cas du mutant reeler, la séquence de construction corticale est
perturbée : les jeunes neurones ne parviennent pas a migrer jusqu’au sein la
pré-plaque et s'accumulent a son contact. Les neurones des vagues migratoires
suivantes ne parviennent pas a dépasser les couches issues des vagues
précédentes et se positionnent selon une séquence inverse : outside-to-inside
(Figure 6C-6D).

Aux stades précoces, les jeunes neurones migrent par translocation somatique
(voir plus haut). Dans une revue récente, Nadarajah et collaborateurs
(Nadarajah et al., 2003) ont suggéré que le mode de migration par translocation
somatique est un reliquat de I’évolution du cortex cérébral, utilisé pour constituer
la pré-plaque et la plaque corticale précoce, deux structures plus anciennes au
plan phylogénétique que les couches corticales générées ultérieurement [voir
aussi (Marin-Padilla, 1998)]. Selon ces auteurs, la présence d’une pré-plaque et
d’'une plaque corticale précoce normales chez le mutant reeler indique que les
neurones atteignent ces couches corticales en migrant par translocation
somatique, indépendamment de la glie radiaire et de la reeline. L'émergence de
la migration par locomotion, guidée par la glie radiaire et dépendante de la
reeline, s’expliquerait par la nécessité de contrbler plus étroitement la migration

des jeunes neurones a travers des voies migratoires dont la complexité s’accroit
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Figure 7. Les quatre phases de migration radiale aux stades tardifs du
développement cortical.

A) Les neurones (cellules rouges) migrent radialement de la zone ventriculaire vers la
zone sous-ventriculaire (phase 1) et deviennent multipolaires dans la zone intermédiaire
inférieure (phase 2), ou ils séjournent avant de migrer de maniére rétrograde (phase 3)
et de s’engager dans une migration finale en direction de la plaque corticale, guidée par
la glie radiaire (phase 4). [D’aprés (Noctor et al., 2004)]

B) Neurone s’engageant successivement en phase 1 (gauche), en phase 2 (0-4h), en
phase 3 (14-18h) et en phase 4 (24-96h). [D’aprés (Noctor et al., 2004)]

C) Neurone multipolaire (phase 2). [D’aprés (Tabata and Nakajima, 2003)]

D-E) Accumulation de neurones ectopiques au stade multipolaire, au niveau de la zone
intermédiaire inférieure, aprés inactivation des génes doublecortine (DCX, D) et LIS1 (E)
par RNAI. [D, d’apres (Bai et al., 2003) et E, d’aprés (Tsai et al., 2005)]
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avec l'avancée de la construction du néocortex. Elle permettrait également de

préserver la séquence de construction inside-to-outside.

Stade de plaque corticale (E14-E18) :

La séquence de construction corticale inside-to-outside se poursuit, avec la
succession des vagues migratoires, a l'origine de |'établissement des couches
corticales de plus en plus superficielles (Figure 6B).

Des travaux récents réalisés en vidéo-microscopie ont fournit des informations
plus compléetes sur les stades plus tardifs du développement cortical. Les travaux
de Noctor et collaborateurs (Noctor et al., 2004) et Tabata et Nakajima (Tabata
and Nakajima, 2003) ont démontré que les neurones générés plus tardivement
passent par des stades migratoires distincts, caractérisés par d’importantes
modifications dans leur morphologie, leur direction et leur vitesse de migration.
Ces observations sont a l'origine d’'un modeéle général [cf (Kriegstein and Noctor,
2004 ; Kriegstein, 2005)], qui divise la migration radiale en quatre

phases (Figure 7A) :

Phase 1 : Migration radiale initiale

Les neurones nouvellement générés au niveau de la zone ventriculaire, par
division asymétrique d’une glie radiaire, migrent en direction de la zone sous-
ventriculaire (ZSV), le long de la glie radiaire leur ayant donné naissance (Figure
7A-B).

Phase 2 : « séjour prolongé » au niveau de la zone sous-ventriculaire

Les neurones en migration font une pause au niveau de la région constituée par
les zones sous-ventriculaire et intermédiaire (ZSV-1Z), pendant 24h [et méme
jusqu’a 96h au niveau de I'hippocampe, si I'on se réfere aux études pionniéres
d’Altman et Bayer (Altman and Bayer, 1990c), qui qualifiaient cette période de
« séjour prolongé », voir plus loin]. Au cours de cette phase, les jeunes neurones
adoptent une morphologie multipolaire et changent totalement de comportement
migratoire. Les observations en vidéo-microscopie de Tabata et Nakajima
(Tabata and Nakajima, 2003) ont montré que les jeunes neurones multipolaires
émettent et rétractent leurs prolongements de maniere trés dynamique, alors

que les déplacements de leurs corps cellulaires deviennent trés limités (Figure
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7B-C). Les neurones multipolaires semblent devenus indépendants des guides
migratoires constitués par les fibres de la glie radiaire et sont capables de migrer
latéralement (Noctor et al., 2004) et tangentiellement (Tabata and Nakajima,
2003). Kriegstein émet méme [I'’hypothése selon laquelle les neurones
multipolaires peuvent ainsi passer d’une fibre radiaire a une autre (Kriegstein,
2005).

Phase 3 : Migration rétrograde

Certains neurones émettent un prolongement en direction du ventricule et
peuvent « transloquer » leur corps cellulaire en direction de celui-ci, en un
mouvement de migration rétrograde, avant de passer en phase 4 (Figure 7A-B).
D’autres neurones ne font que marquer une pause au niveau de la ZSV et

passent directement de phase 2 a phase 4.

Phase 4 : Migration radiale secondaire

Les jeunes neurones adoptent une morphologie bipolaire, classiquement décrite
par Rakic (Rakic, 1972), avec un leading process orienté dans la direction de
migration, vers la surface externe du cortex en développement, et un trailing
process a l'opposé, en direction du ventricule. Dans certains cas, le trailing
process peut rester au contact de la bordure du ventricule et constituerait le
futur axone (Figure 7B) (Noctor et al., 2004). Les neurones engagés dans la
phase 4 migrent selon le mode de locomotion décrit par Nadarajah et
collaborateurs (Nadarajah et al., 2001), caractérisé par des mouvements
discontinus du corps cellulaire tout en maintenant une longueur constante du
prolongement de guidage. Ce mode de migration par locomotion est dépendant

des interactions avec la glie radiaire.

Les transitions entre les différentes phases migratoires sont particulierement
cruciales et il est probable que certaines malformations du développement
cortical (voir chapitre 4) résultent d’'un échec de transition entre ces phases
[proposé par (Bai et al., 2003 ; Noctor et al., 2004)]. Par exemple,
I’électroporation des cellules de la zone ventriculaire avec des ARN interférant de
la protéine doublecortine (DCX) provoque un arrét de migration de neurones
multipolaires au niveau de la région constituée par les zones sous-ventriculaire et

intermédiaire (ZSV-1Z), constituant ainsi une bande sous-corticale composée de
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Figure 8. Neurogenese et modes de migration hippocampiques.

A-B) Neurogenese des cellules principales des régions CAl et CA3 et des cellules
granulaires du gyrus denté (GD), aprés injections de thymidine tritiée et sacrifices a des
ages embryonnaires séquentiels chez le rat (A) et chez la souris (B). [D’aprés (Bayer,
1980) et (Altman and Bayer, 1990)]

C) Représentation schématique d’'un hippocampe adulte, avec les différentes couches :
stratum oriens (or), stratum pyramidale (py), stratum radiatum (ra), stratum lacunosum
moleculare (Im) ; ainsi que les grandes subdivisions : régions CA1l et CA3 et gyrus denté.
D) Modes migratoires au niveau des régions CAl et CA3 :

Au niveau de la région CA1l, les neurones pyramidaux nouvellement générés a partir des
cellules de la glie radiaire (vert), passent par un stade de migratoire multipolaire au
niveau de la zone intermédiaire (ZI), avant de migrer radialement le long des fibres de
glie radiaire pour rejoindre la plaque hippocampique.

Au niveau de la région CA3, les neurones pyramidaux nouvellement générés migrent
selon un mode multipolaire pour atteindre un flux migratoire au sein duquel ils migrent
tangentiellement, guidé par la glie. Arrivés a proximité de leur destination, les neurones
pyramidaux adoptent finalement un mode de migration radial, le long des fibres de la glie
radiaire pour s’intégrer au sein de la couche pyramidale.

PC : plaque corticale, NCX : néocortex, PC: plaque corticale, Phip: plaque
hippocampique, SUB : subiculum, VL : ventricule latéral, ZI : zone intermédiaire, ZM :
zone marginale, ZV : zone ventriculaire.
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neurones ectopiques (Figure 7D) (Bai et al., 2003). De méme, I’électroporation
des cellules de la zone ventriculaire avec des ARN interférant du produit du géene
LIS1 perturbe la transition entre la phase de migration multipolaire et la phase
bipolaire, provoguant une accumulation de neurones ectopiques au niveau de la

zone sous-ventriculaire (Figure 7E) (Tsai et al., 2005).

Le cas particulier de I’hippocampe :

L’hippocampe est une structure corticale simplifiée, constituée d’'un nombre
réduit de couches cellulaires, les cellules principales étant regroupées au sein
d’une couche cellulaire unique (Figure 8C). Les neurones excitateurs (cellules
principales) destinés a constituer la couche pyramidale des régions CAl1 et CA3
de [I’'hippocampe sont générés au niveau du neuroépithélium des cornes
d’Ammon de E16 a E18 chez le rat (pic a E18 pour CAl et a E16 pour CA3)
(Bayer, 1980) (Figure 8A) et de E14 & E16 chez la souris (pics a E16) (Stanfield
and Cowan, 1979) (Figure 8B, mais voir aussi article 1).

Les cellules granulaires du gyrus denté sont générées au niveau du
neuroépithélium denté de E15 a E18 chez le rat (pic a E16, Figure 8A) (Bayer,
1980) et de E18 a P9 chez la souris (pic a P3, Figure 8B) (Stanfield and Cowan,
1979) [voir aussi (Bagri et al., 2002), qui montrent une neurogenese s’étalant de

E16 a E20, avec un pic a E18].

Les voies migratoires des cellules principales et granulaires ont été décrites par
Altman et Bayer (Altman and Bayer, 1990c;Altman and Bayer, 1990a;Altman
and Bayer, 1990b), gréace a des injections séquentielles de thymidine tritiée. Les
cellules principales sont générées en vagues successives, selon un gradient
inside-to-outside comparable a celui observé pour le cortex : les cellules les plus
profondes (proches du futur stratum oriens) sont générées précocement, alors
que les cellules les plus superficielles (proches du futur stratum radiatum) sont
générées plus tardivement. Les cellules granulaires sont initialement générées au
sein du neuroépithélium denté (ou matrice germinative primaire), en continuité
du neuroépithélium des cornes d’Ammon, puis d'une matrice germinative

secondaire, constituée a partir et au contact du premier.

Nakahira et Yuasa (Nakahira and Yuasa, 2005) ont revisité ces études grace a
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des électroporations in utero a l'aide de plasmides codant pour la GFP, et ont
affiné les observations initiales (résumé a la Figure 8D, a I'exception de la

migration des futures cellules granulaires) :

La migration neuronale a destination du stratum pyramidale de la région CA1l est

de type multipolaire aux stades précoces (E14-E16) et devient bipolaire et guidée

par la glie radiaire (locomotion) aux stades tardifs (E16-E18).

La migration neuronale a destination du stratum pyramidale de la région CA3 est

plus complexe, elle utilise en partie un flux migratoire tangentiel, a partir duquel
les neurones migrent radialement vers leur couche de destination. Aux stades
précoces (E14-E16), les neurones rejoignent ce flux migratoire en migrant
tangentiellement selon un mode multipolaire. Arrivés au sein du flux migratoire,
ils adoptent un mode de migration tangentiel guidé par la glie (E16-E18). Les
neurones atteignent enfin leur destination finale en adoptant un mode migratoire

bipolaire, radial et guidé par la glie (dés E16).

La migration neuronale a destination de la couche granulaire du gyrus denté est
plus longue et complexe. Les cellules granulaires générées au niveau des
matrices germinatives primaire puis secondaire migrent initialement (E16) au
sein d'un flux migratoire tangentiel (partagé par la suite avec les cellules
destinées a CA3), le long des fibres de glie radiaire (immunopositives pour la
nestine). Arrivées a proximité de leur destination finale (P2), les cellules
granulaires quittent le flux migratoire pour migrer radialement le long des fibres
gliales (immunopositives pour la GFAP) jusqu’a la couche granulaire.

La migration a destination du gyrus denté concerne les futures cellules
granulaires, mais également une sous-population de cellules précurseurs, qui
vont s’établir au niveau du hile et constituer une matrice germinative tertiaire.
Cette matrice serait responsable de la neurogenése post-natale de la plupart des
cellules granulaires et permettrait la constitution de la population de cellules
responsables de la neurogenése hippocampique chez I'adulte (Bagri et al., 2002 ;

Li and Pleasure, 2005).
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Figure 9. Premiéres observations de neurones en migration tangentielle issus
du sub-pallium.

Des dépdts de cristaux de DiA (A, B) ou de Dil (C, D, E, H) au niveau des éminences
ganglionnaires latérales a différents ages embryonnaires (E12-E16) permettent de
marquer des neurones migrant tangentiellement au sein de la pré-plaque (A-C) ou de la
zone intermédiaire (D-G) du nécortex en développement. Ces neurones, marqués au Dil,
sont des interneurones en migration, exprimant le GABA (F, G, I).

Organisation anatomique des éminences ganglionnaires (EG) (J), avant (a gauche) et
apres (a droite) excision du néocortex (NCX). Les éminences ganglionnaires latérales
(EGL), médiales (EGM) et caudales (EGC) sont indiquées.

Echelles : 500 pm en D, 200 um en A-C, 100 um en E, 25 um en B, 15 um en G.

[A-C, d’apres (de Carlos et al., 1996) ; D, d’apres (Tamamaki et al., 1997) ; E-I, d’aprées
(Anderson et al., 1997) ; J, d’aprés (Flames and Marin, 2005)).
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1.3 Neurogenese sous-corticale et migration tangentielle

des interneurones.

Contrairement aux neurones excitateurs corticaux, qui constituent une
population relativement homogéne, les interneurones GABAergiques se
caractérisent par une extraordinaire diversité aux plans morphologique,
neurochimique et électrophysiologique (Markram et al., 2004 ; Somogyi and
Klausberger, 2005). La description récente de leurs zones de neurogenese et de
leurs voies migratoires a permis de suggérer que cette diversité possede une
origine développementale (Wonders and Anderson, 2005 ; Flames and Marin,
2005).

1.3.1 La zone ventriculaire du primordium des ganglions de
la base, zone de genése de la majorité des interneurones

corticaux, hippocampiques et olfactifs.

L'observation d’une population de neurones générés au niveau des éminences
ganglionnaires du sub-pallium et migrant tangentiellement vers le néocortex en
développement (Tamamaki et al., 1997 ; de Carlos et al., 1996) (Figure 9A-D)
va marquer le point de départ d’'une série d’études qui vont démontrer que ces
neurones sont les futurs interneurones GABAergiques du cortex, de I'hippocampe
et du bulbe olfactif.

L'étude d’Anderson et collaborateurs (Anderson et al., 1997) montre pour la
premiére fois que les neurones GABAergiques corticaux sont générés au niveau
du télencéphale ventral et plus particulierement au niveau des éminences

ganglionnaires latérales® (Figure 9E-I).

D’autres études (voir plus loin) vont ensuite affiner la description des territoires
responsables de la genése des interneurones et ainsi permettre de distinguer
trois zones germinatives (Figure 9]) :

1) L'éminence ganglionnaire médiale (EGM), zone germinative initiale et

® Chez I’Homme, les interneurones sont également générés au niveau des éminences ganglionnaires du
télencéphal ventral (35%), mais le sont majoritairement (65%) au niveau des zones ventriculaires et sous-
ventriculaires du téléncéphale dorsal (Letinic et al., 2002).
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Figure 10. Interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires
médiales.
A-C) Expérience de transplantation d’EGL (EGL-d) et d’'EGM (EGM-d) marquées au BrdU
sur des tranches hoétes (B) a E12.5 maintenues en culture pendant 50h (C). De
nombreuses cellules BrdU+ ont migré vers le néocortex (NCX) a partir des EGM-d (*'),
mais aucune a partir des EGL-d (*). [D’apres (Anderson et al., 2001)]
D-F) Expérience de transplantation d’EGM marquées a la GFP sur des tranches hétes (D)
a E12, maintenues en culture pendant 48h (E). Des cellules GFP+ ont migré vers le
striatum (Str), le cortex pariétal (PCX) et le néocortex (NCX). [D’aprés (Marin et al.,
2001)]
G-N) Expérience de transplantation in utero (E13.5) de cellules issues des EGM,
marquées a la phosphatase alcaline. Coupes coronales observées 1 jour apres
transplantation (G) et chez I'adulte (H), montrant la différentiation des cellules greffées...
Suite en page 34.
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principale de la majorité des interneurones corticaux et hippocampiques,
particulierement ceux exprimant la somatostatine et la parvalbumine. L'EGM est
également a l'origine des interneurones du striatum.

2) L’éminence ganglionnaire latérale (EGL), zone germinative utilisée plus

tardivement pour générer des interneurones corticaux, hippocampiques et
destinés au bulbe olfactif et au striatum.

3) L’éminence ganglionnaire caudale (EGC), zone germinative des interneurones

corticaux et hippocampiques, exprimant la calrétinine.

L’éminence ganglionnaire médiale :

Alors que les études princeps se sont focalisées sur les éminences ganglionnaires
latérales, les études conduites ultérieurement ont révélé que les éminences
ganglionnaires médiales représentent la source initiale des interneurones. Des
dépots de cristaux de Dil au niveau des EGM ont permis d’identifier des neurones
exprimant le GABA, en migration a destination du cortex (Lavdas et al., 1999 ;
Jimenez et al., 2002). Ces études seront confirmées par des expériences de
transplantations a I'aide d’EGM issues de souris GFP (Figure 10D-F) (Marin et al.,
2001 ; Polleux et al., 2002) ou marquées au BrdU, un analogue de la thymidine
(Figure 10A-C) (Anderson et al., 2001).

Le développement de techniques de transplantation in utero ont permis d’affiner
ces observations. Ainsi, Wichterle et collaborateurs (Wichterle et al., 2001) ont
transplanté a E13.5 au niveau des EGM d’embryons hotes, des cellules issues des
EGM et exprimant un gene rapporteur (Figure 10G). Ces cellules ont migré au
niveau cortical et hippocampique et se sont différenciées en plusieurs sous-types
morphologiques d’interneurones (chandelier, bi-tufted, cellule en panier, Figure
10H-N), exprimant majoritairement la parvalbumine (~70%), mais également la
somatostatine, seuls quelques-uns exprimant la calrétinine (3%).

Des résultats similaires ont été obtenus aprés injection intra-cérébro-
ventriculaire a E12.5 et E15.5 chez des embryons hotes, de cellules dissociées a
partir des EGM d’embryons exprimant un géne rapporteur (Valcanis and Tan,
2003). De la méme maniére, les interneurones observés chez |'adulte expriment
majoritairement la parvalbumine (~70-80%). Plus récemment, en utilisant une
approche in vitro, Xu et collaborateurs (Xu et al., 2004) ont montré que les

neurones dissociés a partir des EGM se différencient en interneurones exprimant
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Suite de la page 32.

...en un grand nombre d’interneurones corticaux (multipolaires : | et K, bi-tufted : J,
cellule en panier : L, chandelier : M) et hippocampiques (basket cell : N). Echelles, 1 mm
en G-H et 50 um en I-N. [D’aprées (Wichterle et al., 2001)]

0-Q) Types morphologiques et électrophysiologiques d’interneurones générés apres
transplantation in utero (E13.5) de cellules issues des EGM, marquées a la GFP.
Interneurone déchargeant de facon rapide (fast-spiking) et de type cellule en panier (O).
Interneurone déchargeant en bouffée d’un ou plusieurs potentiels d’action (burst-spiking)
et de type cellule de Martinotti, exprimant la somatostatine (P). Interneurone
déchargeant de maniéere retardée a potentiel d’action unique (delayed-spiking), et de
type multipolaire (Q). [D’aprés (Butt et al., 2005)]
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Figure 11. Interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires
latérales.

A) Expérience de transplantation d’EGL et d’EGM marquées au BrdU sur des tranches
hétes (B) a E15.5 maintenues en culture pendant 44h (C). Une vague de cellules BrdU+
a migré vers le néocortex a partir des EGL (a gauche), en empruntant une voie
migratoire profonde (fleche). De nombreuses cellules BrdU+ ont migré vers le néocortex
(NCX) a partir des EGM (& droite). [D’aprés (Anderson et al., 2001)]

B) Perte massive de neurones GABAergiques hippocampiques chez les animaux KO pour
DIx1/2 (a droite). Perte limitée d’interneurones hippocampiques (DLX2+) chez les
animaux KO pour Nkx2.1 (a droite), affectant les populations d’interneurones exprimant
le neuropeptide Y (NPY) et la somatostatine (SOM). [D’apres (Pleasure et al., 2000)].
C-F) Expérience de transplantation in utero (E13.5) de cellules issues des EGL, marquées
a la phosphatase alcaline. Coupe coronale observée chez I'adulte, montrant la
différentiation des cellules greffées en un grand nombre d’interneurones du striatum
(STr) de type médium spiny (D), en interneurones du pallidum ventral (PV en C), des
tubercules olfactifs (OT en C), des bulbes olfactifs (F), ainsi que de quelques
interneurones corticaux (E). [D’aprés (Wichterle et al., 2001)]
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majoritairement la parvalbumine (~80%) et la somatostatine, aprés plusieurs
jours en culture.

Pour finir, Butt et collaborateurs (Butt et al., 2005) ont transplanté au niveau des
EGM d’embryons hotes, des cellules issues des EGM de souris GFP a E13.5 et ont
étudié les caractéristiques électrophysiologiques et neurochimiques des
interneurones ainsi générés chez l'adulte (Figure 100-Q). Ces interneurones
expriment majoritairement Ila parvalbumine (~60%) et la somatostatine
(~35%). Les interneurones exprimant la parvalbumine sont principalement de
morphologie cellule en panier et de type fast-spiking. Les interneurones
exprimant la somatostatine sont de deux types : burst-spiking et delayed-
spiking. Ainsi, l'origine germinative des interneurones permet de prédire leurs

propriétés neurochimiques et électrophysiologiques.

L’éminence ganglionnaire latérale :

Les éminences ganglionnaires latérales ont été les zones germinatives les plus
étudiées, mais l'interprétation des résultats obtenus est compliquée par le fait
que les interneurones en migration en provenance des EGM transitent par les
EGL. Néanmoins, des transplantations sur tranches organotypiques en culture
d’EGL marquées au BrdU (Anderson et al., 2001) ont permis de démontrer que
les EGL sont a l'origine des interneurones corticaux et hippocampiques générés
plus tardivement (E15.5, Figure 11A).

De la méme maniere, la transplantation in utero au niveau des EGL d’embryons
hotes, de cellules issues des EGL et exprimant un gene rapporteur codant pour la
phosphatase alcaline, ont permis de montrer que les EGL a E13.5 sont a l'origine
des interneurones du striatum, des bulbes olfactifs et de quelques interneurones
corticaux (Figure 11C-F) (Wichterle et al., 2001).

Enfin, I'étude de la distribution des interneurones chez des lignées de souris
transgéniques, pour lesquelles les facteurs de transcription régulant Ia
spécification des cellules précurseurs du sub-pallium ont été inactivés, a permis
de clarifier les origines des interneurones hippocampiques. Ainsi, les souris KO
pour DIx1/2, affectant les cellules précurseurs des EGM et des EGL, sont
dépourvues d’interneurones hippocampiques (Figure 11B), alors que les souris
KO pour Nkx2.1, qui affecte uniquement les cellules précurseurs EGM, ne sont

dépourvues que d’une population distincte d’interneurones hippocampiques,
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Figure 12. Interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires
caudales.

A-E) Expérience de transplantation in utero (E13.5) de cellules issues des EGC, marquées
a la phosphatase alcaline. Coupe coronale observée chez Il'adulte, montrant Ila
différentiation des cellules greffées en un grand nombre d’interneurones du cortex (CTX)
et de I'’hippocampe (CA1, CA3, DG) en A et B, du noyau accumbens (A) en B, du striatum
(STR) et globus pallidus (GP) en C. Les interneurones corticaux sont majoritairement
situés au niveau des couches profondes (couche 5 : comparer coloration de Nissl en D
avec interneurone en E). [D’aprés (Nery et al., 2002)]

F-G) Types morphologiques et électrophysiologiques d’interneurones générés apres
transplantation in utero (E13.5 en F et E15.5 en G) de cellules issues des EGC, marquées
a la GFP. Interneurones déchargeant en bouffées régulieres de potentiels d’action
(regular-spiking), et de type dense plexus (F). Interneurones déchargeant en bouffées
réguliéres de potentiels d’action et présentant une adaptation rapide (rapidly adaptating
regular spiking), de type bipolaire (G). [D’aprés (Butt et al., 2005)]
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exprimant la somatostatine et le neuropeptide Y (Figure 11B) (Pleasure et al.,
2000). Ces résultats impliquent que les interneurones hippocampiques sont
générés au niveau des EGL, mais également au niveau d’‘autres zones

germinatives non affectées par les mutations étudiées.

L’éminence ganglionnaire caudale :

Les potentialités des éminences ganglionnaires caudales ont été les plus
récemment décrites. En utilisant des approches par transplantation in utero
comparables a celles présentées plus haut, Nery et collaborateurs (Nery et al.,
2002) ont démontré que les cellules issues des EGC a E13.5 sont a |'origine des
interneurones de plusieurs structures cérébrales: des couches corticales
profondes (couche V) et de I'hippocampe (en trés grand nombre), des structures
limbiques (noyau accumbens, amygdale) et du striatum (Figure 12A-E). Ces
interneurones expriment majoritairement la somatostatine (~25%), ainsi que la
calbindine (~15%) et la parvalbumine (~3%).

Les neurones dissociés a partir des EGC a E14.5 se différencient en
interneurones exprimant majoritairement la calrétinine (~30%) apres plusieurs
jours en culture (Xu et al., 2004). Lorsqu’ils sont dissociés a E16.5, ils se
différencient majoritairement en interneurones exprimant la parvalbumine
(~10%).

L'étude des caractéristiques électrophysiologiques et neurochimiques des cellules
issues des EGC de souris GFP, transplantées au niveau des EGC d’embryons
hotes par Butt et collaborateurs (Butt et al., 2005) a montré que les
interneurones générés sont de morphologie bipolaire, expriment la calrétinine et
sont de type regular-spiking. La destinée de ces interneurones est age-
dépendante (Figure 12F-G) : ainsi, les interneurones issus des EGC transplantés
a E13.5 sont de morphologie bi-tufted et dense plexus et ne présentent par de
potentiels d’action de rebond (no-rebound regular spiking), alors que les
interneurones des EGC transplantés a E15.5 sont de morphologie double-bouquet

et bi-tufted et présentent une adaptation rapide (rapidly adaptating regular

spiking).

Un schéma récapitulatif des différents types d’interneurones générés par
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Figure 13. Destinée des interneurones issus des différentes éminences
ganglionnaires.

Les interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires médiales (EGM) sont
destinés a coloniser le cortex, I'hippocampe et le striatum. Les interneurones corticaux
issus des EGM sont majoritairement de type parvalbumine (PV) et somatostatine (SS).
Les interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires latérales (EGL) sont
destinés a coloniser I'hippocampe, le striatum, les bulbes olfactifs et le cortex. Les
interneurones hippocampiques issus des EGL sont majoritairement de type somatostatine
(SS) et neuropeptide Y (NPY).

Les interneurones générés au niveau des éminences ganglionnaires caudales (EGC) sont
destinés a coloniser le cortex, I'hippocampe, le striatum, lI'amygdale et le noyau
accumbens. Les interneurones corticaux générés sont majoritairement de type calrétinine
(CR).

L'ordre de citation des structures reflete de 'abondance des interneurones générés par
structure.
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structure en fonction de leurs origines germinatives est présenté Figure 13.

1.3.2 Les voies de migration tangentielle des interneurones.

L'étude des voies de migration tangentielle des interneurones au niveau du

néocortex en développement a permis de distinguer trois phases :

1) Une phase précoce (E11.5), durant laquelle les interneurones, générés

majoritairement au niveau des éminences ganglionnaires médiales, migrent
superficiellement au sein du néocortex (alors au stade de pré-plaque / plaque
corticale précoce).

2) Une phase intermédiaire (E12.5-E14.5), correspondant au pic de migration,

durant laquelle les interneurones, générés majoritairement au niveau des
éminences ganglionnaires médiales, migrent au sein du cortex en naviguant
principalement au niveau de la zone intermédiaire, mais également
superficiellement.

3) Une phase tardive (a partir de E15.5), durant laquelle les interneurones,

générés majoritairement au niveau des éminences ganglionnaires latérales,
migrent au sein du cortex en développement, en naviguant au niveau des zones

intermédiaire et sous-ventriculaire.

Phase précoce (E11.5) :

Les premiéeres vagues migratoires interneuronales sont majoritairement issues
des éminences ganglionnaires médiales. Elles ont pu étre décrites grace a des
dépots de cristaux de Dil au niveau des EGM (Lavdas et al., 1999 ; Anderson et
al., 2001 ; Jimenez et al., 2002), des greffes d’éminences ganglionnaires issues
de souris GFP (Marin et al., 2001) ou marquées au BrdU (Anderson et al., 2001).
Elles ont été confirmées grace a l'utilisation de lignées de souris transgéniques
GADG67-EGFP, exprimant la GFP sous le contr6le du promoteur de la GAD67,
I'enzyme de synthése majoritaire du GABA (Tanaka et al.,, 2003). Les
interneurones  générés précocement au niveau des EGM migrent
superficiellement, envahissant la pré-plaque du néocortex en développement
(Figure 14A).
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Figure 14. Voies de migration tangentielle des interneurones.

A-C) Interneurones GFP+ au niveau du néocortex dorsal de souris GAD67-EGFP. Aux
stades précoces (A), les interneurones migrent au sein de la pré-plaque (PP). Aux stades
intermédiaires, les interneurones migrent selon 2 voies, une voie profonde (1), au niveau
de la zone intermédiaire (ZI) et une voie superficielle (2), au niveau de la zone marginale
(ZM). Aux stades tardifs, les interneurones migrent selon 2 voies, une voie profonde (1),
au niveau des zones sous-ventriculaire (ZSV) et intermédiaire inférieure (ZI1) et une voie
superficielle (2), au niveau de la zone marginale (ZM). Aux stades tardifs, les
interneurones ont envahi la plaque corticale (PC) et migrent également le long de la
sous-plaque (SP). Echelle, 100 um. [D’aprés (Tanaka et al., 2003)]

D-1) Expériences d’électroporations focales a E13.5 au niveau des éminences
ganglionnaires médiales (EGM, D-F) et caudales (EGC, G-1), a I'aide d’oligonucléotides
marqués FITC. Aprés 40h, les hémisphéres sont étalés (D et G) et la position des
interneurones ayant migré est repérée sur un axe rostro-caudal (E et H), permettant de
schématiser les voies migratoires a partir des EGM (F) et des EGC (l). Les interneurones
FITC+ issus des EGM migrent latéralement et de facon centrifuge pour coloniser
largement le néocortex, alors que ceux issus des EGC migrent caudalement. Echelle, 400
pum. [D’apres (Yozu et al., 2005)]

J) Interneurone migrant radialement vers le ventricule latéral, avant de changer de
direction vers la plaque corticale. Echelle, 20 um. [D’aprés (Nadarajah et al., 2002)]
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Phase intermédiaire (E12.5-E14.5) :

Les vagues migratoires suivantes, décrites dans les études citées précédemment,
proviennent essentiellement des éminences ganglionnaires médiales, a partir
desquelles I'expansion des interneurones est latérale et centrifuge (Figure 14D-
F). Grace a l'utilisation de souris GAD67-EGFP, Tanaka et collaborateurs (Tanaka
et al., 2003) ont montré qu’a partir d’E13.5, les interneurones migrent au sein
du néocortex en développement en empruntant deux voies (Figure 14B) : 1) une

voie profonde, au niveau de la zone intermédiaire et 2) une voie superficielle, au

niveau de la zone marginale a présent constituée.

Au cours de cette phase, les interneurones migrant au niveau de la zone
intermédiaire, zone ou ils sont également les plus dynamiques, peuvent changer
de direction et obliquer vers la zone marginale (Tanaka et al., 2003). La vitesse
de migration des interneurones issus des EGM est de |'ordre de 60 uym / h
(Polleux et al., 2002).

A la méme période, les interneurones issus des EGM colonisent également le
striatum (Marin et al., 2001) et ceux issus des EGL migrent de maniére rostrale,
a destination du bulbe olfactif (Wichterle et al., 2001).

Pour finir, les interneurones issus des EGC migrent a destination de la portion la
plus caudale du cortex cérébral, mais également a destination de I'hippocampe
(Figure 14G-I). Cette migration est extrémement rapide, de l'ordre de 110 pm /
h (Yozu et al., 2005).

Phase tardive (a partir de E15.5) :
Aux stades les plus tardifs du développement cortical, les interneurones sont

générés a la fois au niveau des EGM et des EGL (Anderson et al., 2001). Ils

migrent a présent selon deux voies majoritaires (Figure 14C) (Tanaka et al.,

2003) : 1) une voie profonde, au niveau de la zone sous-ventriculaire et de la

zone intermédiaire inférieure (ZSV-ZII) et 2) une voie superficielle, au niveau de

la zone marginale.

Au cours de cette phase, les interneurones migrant au niveau des ZSV-ZII
peuvent changer de direction et migrer radialement a destination de la plaque
corticale, ou de trés nombreux interneurones peuvent étre détectés (Tanaka et

al., 2003). Une voie migratoire annexe peut étre également distinguée au
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Figure 15. Modele général : migrations radiales et tangentielles.

Les neurones excitateurs (en rouge) et les interneurones (en bleu) empruntent des voies
migratoires complexes et largement coexistantes.

Les neurones excitateurs migrent majoritairement de facon radiale, du ventricule latéral
(VL) vers la surface externe du cortex, mais peuvent également migrer en direction du
ventricule et méme tangentiellement, selon un mode multipolaire, au niveau des zones
sous-ventriculaire et intermédiaire inférieure (ZSV-ZII).

Les interneurones migrent majoritairement de facon tangentielle, en empruntant une
voie profonde, au niveau des zones sous-ventriculaire et intermédiaire inférieure (ZSV-
ZIl), et une voie superficielle, au niveau de la zone marginale (ZM). lls migrent
également tangentiellement au niveau d’'une voie migratoire annexe, au niveau de la
sous-plaque (SP).

Afin de s’établir au niveau de leur couche de destination, ils peuvent également migrer
de facon radiale, a partir des voies migratoires principales, en direction du ventricule ou
de la plaque corticale. Une migration oblique a partir de la zone intermédiaire (non
représentée) a également été décrite.

Les zones sous-ventriculaire et intermédiaire inférieure représentent une zone de
convergence entre les 2 types neuronaux en migration.
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niveau de la sous-plaque (Figure 14C).

Grace a des approches par vidéo-microscopie, Nadarajah et collaborateurs
(Nadarajah et al., 2002) ont également montré que des interneurones en
migration tangentielle au niveau de la plaque corticale, peuvent migrer
radialement en direction du ventricule (Figure 14J). Arrivés au contact de la zone
ventriculaire, certains d’entre eux séjournent quelques temps au niveau de cette
zone germinative, avant de changer de direction et d’entreprendre une nouvelle
migration radiale a destination de la plaque corticale. Ces observations ont été
confirmées par Ang et collaborateurs (Ang, Jr. et al., 2003), qui ont également
rapporté des phases d’extension de prolongements orientés radialement en
direction du ventricule, avant rétraction et reprise de la migration tangentielle.
Les mouvements tardifs des interneurones, modifiant leurs modes de migration
tangentielle pour entreprendre des migrations multidirectionnelles, recherchant
le contact avec les zones germinatives ou la plaque corticale, seraient
nécessaires au positionnement définitif au sein de la couche corticale de

destination [proposé par (Nadarajah et al., 2002 ; Ang, Jr. et al., 2003)].

1.4 Modele général.

Les découvertes récentes ont révélé la complexité des modes et voies
migratoires des neurones excitateurs et des interneurones. Les neurones
excitateurs migrent majoritairement de facon radiale, en un trajet relativement
direct vers leur couche de destination au sein de la plaque corticale, alors que les
interneurones migrent majoritairement de fagon tangentielle, sur des distances
beaucoup plus importantes. Chacun de ces types neuronaux peut utiliser
différents modes migratoires : les interneurones peuvent également migrer
radialement et les neurones excitateurs tangentiellement. L'existence d’une telle
diversité de modes migratoires est encore inexpliquée, mais pourrait étre liée a
une hétérogénéité au sein méme des populations de neurones excitateurs et
d'interneurones, déja en partie révélée pour certaines populations
d'interneurones (voir plus haut). La Figure 15 résume les voies migratoires

identifiées a I’heure actuelle.
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Figure 16. Les récepteurs et transporteurs du glutamate, schéma général.

A) Représentation schématique d’'une synapse glutamatergique. Le glutamate est
synthétisé au niveau cytoplasmique par la glutaminase, puis chargé au sein des vésicules
synaptiques (Ves. syn.) grace aux transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT en
1V). Une fois libéré dans I’espace synaptique, le glutamate agit au niveau de récepteurs
ionotropiques (iGIuR) ou métabotropiques (MGIUR). Il est capté par les cellules gliales
adjacentes, I'élément pré- ou postsynaptique grace a des transporteurs membranaires
spécifiques : EAAT1 (GLAST) et EAAT2 (GLT-1) en I, EAAT3 (EAAC1) en Il, EAAT2 et
EAAT5 en Ill. Au niveau glial, le glutamate capté est dégradé en glutamine par la
glutamine synthase. [D’apres (Danbolt, 2001 ;Shigeri et al., 2004)]

B) Différents types de récepteurs du glutamate. Les récepteurs ionotropiques sont
représentés sous forme de canaux et les récepteurs métabotropiques sous forme de
complexes moléculaires. La sélectivité ionique, les antagonistes spécifiques et agents
modulateurs sont indiqués. [D’aprés Basic Neurochemistry: Molecular, Cellular et Medical
Aspects, Lippincott Williams and Wilkins 1999]
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Chapitre 2. Récepteurs et transporteurs des
neurotransmetteurs : types et expression

précoce.

Le glutamate et le GABA sont les principaux neurotransmetteurs, respectivement
excitateurs et inhibiteurs chez I'adulte, mais ils jouent également des rdles
fondamentaux dés les stades précoces du développement du Systeme Nerveux
Central. Ces deux neurotransmetteurs agissent par l'intermédiaire d’'une grande
variété de récepteurs spécifiques, ionotropiques (récepteurs canaux) et
métabotropiques (récepteurs couplés a des voies de transduction intracellulaire
via des protéines G), dont les différentes sous-unités constitutives sont
exprimées trés précocement. L'action de ces transmetteurs est limitée par
capture (ou uptake), liés a I'action de transporteurs spécifiques, dont I’expression

varie également au cours du développement.
2.1 Les récepteurs et transporteurs du glutamate.

Le glutamate, synthétisé au niveau cytoplasmique grace a la glutaminase (Figure
16A), est stocké dans les vésicules synaptiques via des transporteurs vésiculaires
du glutamate (VGLUTs), dont le fonctionnement est dépendant du gradient de
protons. Une fois libéré dans |'espace extracellulaire, par libération synaptique
classique (Rizo and Sudhof, 2002) ou non conventionnelle (voir plus loin), le
glutamate va activer des récepteurs spécifiques. Le glutamate agit par
I'intermédiaire de trois sous-classes de récepteurs ionotropiques (iGluRs ; Figure
16B), identifiées par le nom de leur agoniste sélectif (AMPA, kainate et NMDA)
(Ozawa et al., 1998) et de trois groupes (I-III) de récepteurs métabotropiques
(mGIuR ; Figure 16B) qui ne seront pas présentés ici. Le glutamate est ensuite
lié a des transporteurs de haute affinité dépendant du sodium (EAATS), portés
par les membranes des neurones et des cellules gliales, afin de terminer et
limiter son action (Danbolt, 2001 ; Shigeri et al., 2004) (Figure 16A).
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Figure 17. Structure et expression précoce des récepteurs AMPA.

A) Représentation schématique de la structure d’une sous-unité du récepteur AMPA.
L'extrémité N-terminale (H2N) est extracellulaire et présente des sites de glycosylation,
I'extrémité C-terminale (COOH) est intracellulaire. Le site de liaison du ligand est
extracellulaire, porté par deux domaines. Le site Q/R et le domaine flip/flop sont
indiqués. [D’aprés Basic Neurochemistry: Molecular, Cellular et Medical Aspects,
Lippincott Williams and Wilkins 1999]

B) Expression précoce des sous-unités GluR1 et GIuR2/3. GIuR1 est exprimée dés E13.5
au niveau de la zone intermédiaire (ZI1) et de la plaque corticale (PC). GIuR2 est exprimé
au niveau de la pré-plague (PP) des E13.5, puis de la sous-plaque (SP) et de la zone
marginale (ZM) a E14.5. Echelle 150 pm. [D’aprés (Metin et al., 2000)]

C) Accumulation de cobalt (Co) suite a I'application de kainate (KA), par les
interneurones en migration [zone intermédiaire (fleche) et zone marginale et sous-plaque
(tétes de fleche)]. Cette accumulation est bloquée par le DNQX, un antagoniste non
sélectif des récepteurs AMPA/KA. [D’apres (Metin et al., 2000)]
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2.1.1 Les récepteurs AMPA.

Nature des récepteurs AMPA :

Les récepteurs AMPA sont fonctionnels sous forme de complexes homo- ou
hétéro-tétramériques, composés des sous-unités GIuR1, GIuR2, GIuR3 et GluR4.
Les récepteurs AMPA sont responsables de la neurotransmission excitatrice
rapide. Ils sont perméables aux ions sodium et potassium et ceux ne comportant
pas de sous-unités GIuR2 sont perméables au calcium et ont des conductances
plus importantes. L'a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate (AMPA)
est I'agoniste sélectif des récepteurs de type AMPA, qui peuvent étre également
activés de maniére non spécifique par le kainate. Le NBQX (2,3-Dioxo-6-nitro-
1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide) est un antagoniste
compétitif du récepteur AMPA. Le CNQX (6-cyano-2,3-dihydroxy-7-nitro-
quinoxaline) est un antagoniste compétitif non sélectif des récepteurs AMPA et
kainate. (Ozawa et al., 1998 ; Johansen et al., 2003) (Figure 16B).

Expression précoce des récepteurs AMPA :

La sous-unité GIuR1 est détectée au niveau de la zone intermédiaire inférieure et
de la pré-plaque dés E13.5, puis de la zone marginale et de la sous-plaque des
E14.5 (Figure 17B) (Metin et al., 2000). Son niveau d’expression augmente
ensuite progressivement aux stades embryonnaires tardifs (E20), et postnatals
précoces. A PO-P5, la sous-unité GIuR1 est exprimée au niveau de la couche I,
puis son expression s’étend a I'ensemble des couches corticales au cours de la
deuxieme semaine de vie postnatale (Durand and Zukin, 1993 ; Martin et al.,
1998). Au niveau hippocampique, I'expression de GIuR1 augmente
progressivement a la fin de la période embryonnaire (Durand and Zukin, 1993)
et a PO-P3, des clusters de cellules pyramidales immunopositifs pour GIuR1 sont
observés, particulierement au niveau de CA3 (Martin et al., 1998). Les sous-

unités GIuR2 et GIuR3 sont également détectées aux stades embryonnaires : au

niveau de la pré-plaque dés E13.5 et au niveau de la zone marginale et de la
sous-plaque des E14.5 (Figure 17B) (Metin et al., 2000). Les niveaux
d’expression de GIuR2/3 au niveau cortical et hippocampique continuent

d’augmenter aux stades embryonnaires tardifs, jusqu’a atteindre les niveaux
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adultes (Durand and Zukin, 1993 ; Hall and Bahr, 1994). Les sous-unités GIuR4
sont exprimées tres tardivement, devenant détectables a partir de P14 et chez
I'adulte (Hall and Bahr, 1994).

Expression de récepteurs AMPA fonctionnels :

Du fait d’'un épissage alternatif, chaque sous-unité constitutive des récepteurs
AMPA existe sous une forme flip, prédominante chez I'embryon, et une forme
flop, apparaissant au cours de la maturation postnatale (Figure 17A). Ces deux
formes different par leurs propriétés cinétiques (Sommer et al., 1990 ; Sommer
et al., 1991). Chaque sous-unité possede également dans sa séquence un site
Q/R (Figure 17A) : par une édition de I’ARN, la glutamine (Q) peut étre
substituée par une arginine (R) au niveau des sous-unités GIuR2. Les sous-unités
GIuR2 ainsi éditées deviennent imperméables au calcium, alors que les sous-
unités GIuR2 non éditées sont perméables au calcium. Le site Q/R est également
impliqué dans la conductance du canal et la sensibilité du récepteur aux toxines.
Les formes adultes de GIuR2 sont majoritairement éditées, alors que les formes
embryonnaires ne le sont pas (Burnashev et al., 1992), suggérant que les
récepteurs AMPA présents au cours du développement sont perméables au
calcium (Ozawa et al., 1998). Les interneurones en migration au niveau de la
zone intermédiaire corticale a E13.5 - E15.5 expriment des récepteurs AMPA
ayant les caractéristiques de récepteurs AMPA perméables au calcium (Metin et
al., 2000). Ces récepteurs sont trés perméables au cobalt et I'accumulent suite a
I'application de kainate (agoniste non sélectif des récepteurs AMPA/kainate),
cette accumulation étant bloquée par I'application concomitante de DNQX
(antagoniste non sélectif des récepteurs AMPA/KA) (Figure 17C) (Metin et al.,
2000). Des résultats similaires ont été obtenus par d’autres laboratoires (Poluch
et al., 2001 ; Poluch et al., 2003). Des influx de calcium visualisés grace a des
indicateurs calciques sont également enregistrés suite a I’'application de kainate,
au niveau de cellules en migration au niveau de la zone intermédiaire. Ces influx
calciques sont bloqués par |'application concomitante de CNQX (Soria and
Valdeolmillos, 2002). Enfin, des courants évoqués par |'application d’AMPA sont
enregistrables dés E16 au niveau de la zone ventriculaire corticale (LoTurco et
al., 1995).
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Figure 18. Expression précoce des récepteurs kainate.

Distribution des ARNm codant pour les différentes sous-unités des récepteurs kainate
chez le rat, a 14 jours de développement embryonnaire (E14), sur coupes sagittales
d’embryon entier et a la naissance (P0O), sur coupes horizontales de cerveau. [D’aprés
(Bahn et al., 1994)
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2.1.2 Les récepteurs kainate.

Nature des récepteurs kainate :

Les récepteurs kainate sont fonctionnels sous forme de complexes homo- ou
hétéro-tétramériques, composés des sous-unités GIuR5, GIuR6, GIuR7, KA1l et
KA2. L'activation des récepteurs kainate, perméables au calcium, se caractérise
par une réponse ample et soutenue. Le GYKI53655 est un antagoniste non
compétitif des récepteurs AMPA qui permet de différencier efficacement les
récepteurs AMPA et kainate. A l'inverse, le CNQX est un antagoniste compétitif

non sélectif des récepteurs AMPA et kainate (Ozawa et al., 1998).

Expression précoce des récepteurs kainate :

Les ARNm de toutes les sous-unités des récepteurs kainate, a I'exception de la
sous-unité KA1, sont détectés dés E12, mais la présence de sites de haute
affinité pour le kainate, reflet de la présence de récepteurs, n‘est observée qu’a
partir d’E14 (Figure 18). Toutes les sous-unités montrent une expression
croissante au cours des stades embryonnaires tardifs et postnatals précoces
(Bahn et al., 1994). Au niveau cortical, la sous-unité GIuR5 est modérément
exprimée des E17 et son niveau d’expression est croissant jusqu’a la fin de la
gestation. Aux stades postnatals précoces (P0-P5), l’expression est forte au
niveau de la couche II, puis décroit (P12) jusqu’a atteindre des niveaux faibles
chez I'adulte. La sous-unité GIuR5 est détectable au niveau hippocampique des
E15. Elle devient observable au niveau de la couche pyramidale des régions CA1
et CA3 dés la naissance, pour atteindre des niveaux modérés a P5-P12 pour CA1l
et faibles chez I'adulte (Bahn et al., 1994). Au niveau cortical, les sous-unités

GluR6 et GIuR7 ont des patrons d’expression similaires, elles sont modérément

puis fortement exprimées dés E17 puis E19. Un pic d’expression est observé aux
stades périnatals (PO-P5) au niveau des cortex cingulaire et entorhinal, puis les
niveaux d’expression des sous-unités diminuent pour atteindre des niveaux
faibles a modérés a l'dage adulte. Au niveau hippocampique, GIuR6 est
modérément exprimé dés E17, plus particulierement au niveau des couches
pyramidales de CA1 et CA3 aux stades périnatals (E19-P0). L’expression de

GIluR6 est détectable au niveau du gyrus denté a la naissance et devient
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modérée (P12) puis forte chez l'adulte. GIuR7 est faiblement détectable au
niveau de CA1l et CA3 a partir des stades postnatals (P0O-P5) et chez |'adulte
(Bahn et al., 1994). Les sous-unités KA1 et KA2 sont détectables dés E14 au
niveau cortical et hippocampique, méme si KA1 est trés faiblement exprimée.
KA2 est fortement exprimée au niveau cortical dés E17, et plus particulierement
au niveau des couches II et VI dés la naissance et jusqu’a I’age adulte. Au niveau
hippocampique, KA2 est fortement exprimée des E17, et plus particulierement au
niveau du gyrus denté et des couches pyramidales de CA1 et CA3 dés |la
naissance et jusqu’a I'age adulte. L'expression de la sous-unité KA1, restreinte a
la région CA3, est détectable des E17 et persiste a des niveaux élevés chez
I'adulte (Bahn et al., 1994).

Expression de récepteurs kainate fonctionnels :

Peu d’études ont examiné la fonctionnalité des récepteurs kainate au cours du
développement, méme si I'expression de ces récepteurs semble étre trés précoce
(Bahn et al., 1994). Des courants synaptiques portés par l'activation de
récepteurs kainate ont été enregistrés au cours des premiers jours de
développement postnatal au niveau de la couche IV du cortex somato-sensoriel.

Ces courants seraient majoritaires a cette période (Kidd and Isaac, 1999).

2.1.3 Les récepteurs NMDA.

Nature des récepteurs NMDA :

Les récepteurs NMDA sont fonctionnels sous forme de complexes hétéro-
tétramériques, composés de plusieurs sous-unités NR1 combinées avec au moins
un type de sous-unités NR2 (NR2A - NR2D), qui lient le glutamate. Les sous-
unités de type NR3 ne semblent pas former de récepteurs fonctionnels entre-
elles, mais peuvent étre co-assemblées avec des complexes NR1/NR2. Les
récepteurs NMDA sont responsables d’une neurotransmission excitatrice
différente de celle liée aux récepteurs AMPA. Ils sont caractérisés par un blocage
voltage-dépendant par les ions magnésium, une forte perméabilité aux ions
calcium et par des cinétiques d’activation / dé-activation lentes. Les récepteurs

NMDA sont également sensibles a de nombreux facteurs modulateurs : le co-
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Figure 19. Expression précoce des récepteurs NMDA.

A) Distribution des ARNm codant pour les sous-unités NR1, NR2A-NR2D des récepteurs
NMDA chez le rat, aux stades embryonnaires (E17-19, coupes sagittales), postnatals
précoces (P0O-12) et chez I'adulte (coupes horizontales). [D’aprés (Monyer et al., 1994)]
B) Reconstruction de 6 neurones enregistrés au niveau de la zone ventriculaire (ZV en
vert) et de la plaque corticale (PC en rouge) de coupes de cerveaux d’embryons de rat
(E17-18). L’application de NMDA (30uM) évoque l'ouverture de canaux au niveau des
neurones de la plaque corticale (en haut a droite, en rouge), mais pas au niveau des
neurones enregistrés au niveau de la zone ventriculaire (en bas a droite, en vert).
L’histogramme (au milieu a droite) illustre le pourcentage de neurones présentant cette
activité. [D’apres (LoTurco et al., 1991)]
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agoniste glycine (ou D-sérine) doit étre lié au récepteur (sous-unité NR1) avant
que celui-ci ne puisse étre activé, le pH, le zinc et les polyamines peuvent
modifier son fonctionnement. Le D-APV est un antagoniste compétitif du
récepteur NMDA. Le MK-801 exerce un blocage voltage-dépendant du canal
NMDA (Ozawa et al., 1998 ; Cull-Candy et al., 2001).

Expression précoce des récepteurs NMDA :

Les ARNm des sous-unités NR1, NR2B et NR2D sont faiblement détectables dés
E14, alors que les ARNm des sous-unités NR2A et NR2C ne sont pas détectées au
cours de la période embryonnaire (Figure 19A) (Monyer et al., 1994). A partir de
E17 et tout au long de la période embryonnaire, NR1 est la sous-unité la plus
fortement exprimée au niveau cortical et hippocampique. Une expression au
niveau du cervelet en développement est observable dés E19. Cette distribution
persiste chez I'adulte (Monyer et al., 1994). La sous-unité NR2A, non exprimée
au cours de la période embryonnaire et a la naissance, devient détectable dés P7
au niveau de I'hippocampe, du cortex et du cervelet. Cette distribution persiste
chez I'adulte (Monyer et al., 1994). La sous-unité NR2B est fortement exprimée
au niveau cortical, principalement au niveau de la couche I, et plus faiblement au
niveau hippocampique, dés E17. Son niveau d’expression augmente apres la
naissance, devenant détectable au niveau du cervelet a P7. Cette distribution
persiste chez I'adulte, a I'exception du cervelet, ou la sous-unité NR2B n’est plus
détectable (Monyer et al., 1994). Les sous-unités NR1, NR2A et NR2B sont
particulierement exprimées au niveau des couches pyramidales des régions CA1
et CA3, ainsi qu’au niveau de la couche granulaire du gyrus denté, dés la fin de
la premiére semaine de vie postnatale (Monyer et al., 1994). La sous-unité NR2C
n‘est pas exprimée au cours des périodes embryonnaire et post-natales
précoces, et devient détectable a P7 au niveau des interneurones
hippocampiques des strata oriens et radiatum. Elle est détectée dés P12 au
niveau des noyaux thalamiques et tres fortement au niveau du cervelet, ou
I’expression persiste chez I'adulte (Monyer et al., 1994). La sous-unité NR2D est
principalement exprimée au niveau du diencéphale, du mésencéphale et de la
moelle épiniere, dés E17. NR2D devient détectable au niveau des noyaux
thalamiques, mais également au niveau cortical a P7. Cette expression maximale

a P7 est transitoire, NR2D n’étant que trés faiblement exprimée par la suite et
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chez I'adulte (Monyer et al., 1994). Les sous-unités NR3 sont détectées deés E15
et leurs niveaux d’expression augmentent a la fin de la gestation et aux stades
périnatals, pour atteindre un pic d’expression a la fin de la premiere semaine
postnatale (P7). Les niveaux d’expression s’effondrent alors rapidement, pour
atteindre des niveaux tres faibles des la fin de la deuxieme semaine de vie
postnatale (Sun et al., 1998).

Expression de récepteurs NMDA fonctionnels :

Des courants portés par |'activation des récepteurs NMDA sont enregistrés des
E16 au niveau des neurones de la plaque corticale, mais pas au niveau de la
zone ventriculaire (Figure 19B) (LoTurco et al., 1991). Sur des neurones
dissociés a partir des zones ventriculaire et sous-ventriculaire (et une partie de la
zone intermédiaire), des influx calciques portés par |'activation de récepteurs
NMDA sont enregistrés, grace a l'utilisation d’indicateurs calciques, chez moins
de 20% des cellules a la fin de la gestation. Des courants portés par I'activation
des récepteurs NMDA sont également enregistrables (Behar et al., 1999). Enfin,
des influx calciques portés par |'activation de récepteurs NMDA sont enregistrés
au niveau des cellules en migration au niveau de la zone intermédiaire, bloqués
par l'‘application d’APV (Soria and Valdeolmillos, 2002). Ces observations n‘ont
pas été confirmées par des enregistrements électrophysiologiques, Métin et
collaborateurs ayant rapporté une absence de réponse NMDA au niveau de ces
cellules (Metin et al., 2000). Ainsi, les observations de Soria et Valdeolmillos
pourraient correspondre aux réponses de neurones corticaux et non a celles

d’interneurones en migration tangentielle (voir plus loin).

2.1.5 Les transporteurs du glutamate.

Les transporteurs vésiculaires du glutamate :

Trois types de transporteurs vésiculaires du glutamate ont été identifiés
(Fremeau, Jr. et al., 2004). VGLUT1 et VGLUT2 sont exprimés au niveau des

terminaisons synaptiques des neurones glutamatergiques, avec une distribution
variable. VGLUT1 est particulierement enrichi au niveau cortical et

hippocampique (stratum pyramidale et gyrus denté) alors que VGLUT2 est
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Figure 20. Expression précoce des transporteurs du glutamate EAAT2 et EAATS3.
Expression des transporteurs EAAT2 (A) et EAAT3 (B) au niveau du néocortex (panneaux
du haut) et du cerveau antérieur (panneaux du bas). L'expression d’EAAT3 est plus
importante que celle d’EAAT2, au niveau de la zone marginale corticale a E15 comme de
I’ensemble de la plaque corticale et hippocampique aux stades ultérieurs [D’apres (Furuta
et al., 1997)]

B) L’application de DL-TBOA, un bloqueur des transporteurs EAAT1-3 allonge la durée
des courants évoqués par l'application de glutamate (fleche), comme montré sur la
superposition des deux traces. L'expérience est réalisée en présence de TTX et de
bicuculline. [D’aprés (Demarque et al., 2002)]
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restreint a la couche IV du cortex et au thalamus (Fremeau, Jr. et al., 2004).
VLGUT1 est faiblement détecté dés E15 et VGLUT2 dés E18, VGLUT2 étant le
transporteur vésiculaire prédominant chez I'embryon (Boulland et al., 2004). Le
niveau d’expression des deux transporteurs veésiculaires augmente lors du
développement postnatal (Gras et al., 2005). VGLUT3 est exprimé par les
neurones glutamatergiques corticaux (particulierement au niveau de la couche
I1) et hippocampiques, mais est également détecté au niveau d'une sous-
population d’interneurones hippocampiques (Fremeau, Jr. et al., 2004 ; Somogyi
et al.,, 2004). VGLUT3 est peu détectable chez I'embryon, méme si une
expression peut étre observée au niveau de I'’hippocampe a E18 (Boulland et al.,
2004). Son niveau d’expression augmente au cours du développement postnatal
(Gras et al., 2005).

Les transporteurs membranaires du glutamate :

Cing types de transporteurs membranaires du glutamate ont été identifiés
(Danbolt, 2001 ; Shigeri et al., 2004). EAAT1 (GLAST), est un transporteur glial
particulierement exprimé au niveau du cervelet, ou son expression débute des
P10 (Furuta et al., 1997). EAAT1 est également détecté au niveau des zones
prolifératives du télencéphale et du mésencéphale aux stades embryonnaires
(Sutherland et al., 1996). EAAT2 (GLT-1) est un transporteur glial dont
I’expression est faible au cours du développement embryonnaire, a I’exception de
la zone marginale (ou il est détectable dés E15, Figure 20A), de la sous-plaque et
de la zone intermédiaire (ou il est détecté de facon transitoire a E18, Figure
20A). L’expression d’EAAT2 est au contraire trés importante chez I'adulte, ou il
est exprimé dans la quasi-totalité des structures cérébrales (Furuta et al., 1997 ;
Ullensvang et al., 1997). EAAT3 (EAAC1l) est un transporteur neuronal dont
I'expression est précoce et intense au cours de la période embryonnaire (dés
E15, Figure 20B), particulierement au niveau cortical, hippocampique, striatal et
amygdalien, et devient plus modérée aux stades postnatals et faible chez I'adulte
(Furuta et al., 1997). EAAT4 est exprimé par les cellules de Purkinje du cervelet
a partir de la deuxiéme semaine de vie postnatale (Furuta et al., 1997). EAAT5

est exprimé dans la rétine (Arriza et al., 1997).
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Figure 21. Les récepteurs et transporteurs du GABA, schéma général.

A) Représentation schématique d’'une synapse GABAergique. Le GABA est synthétisé au
niveau cytoplasmique grace a la glutamic acid décarboxylase (GAD), puis chargé dans les
vésicules synaptiques gréace aux transporteurs vésiculaires du GABA (VGAT). Une fois
libéré dans I'espace synaptique, le GABA agit au niveau de récepteurs ionotropiques
(GABA,) ou métabotropiques (GABAg), avant d’étre capté au niveau des cellules gliales
adjacentes grace aux transporteurs membranaires du GABA (GAT). Le GABA est ensuite
dégradé par la GABA transaminase (GABA-T).

B) Différents types de récepteurs au GABA. Les récepteurs ionotropiques (GABA, et
GABA:) sont représentés sous forme de complexes pentamériques composés de 5 sous-
unités. Les récepteurs métabotropiques (GABAg) sont fonctionnels a I'état de dimeéres,
composés de deux sous-unités GABAg, dont chacune posséde 7 segments
transmembranaires. [A et B, D'apres (Owens and Kriegstein, 2002)]
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Expression de transporteurs membranaires fonctionnels :

Les principaux transporteurs membranaires du glutamate semblent fonctionnels
aux stades périnatals. En effet, l'‘application de DL-TBOA (DL-threo-beta-
benzoloxyaspartate), un bloqueur des transporteurs EEAT1-3, prolonge la durée
des courants évoqués par l'application exogene de glutamate sur tranches
d’hippocampe préparées aux stades périnatals (Figure 20C) (Demarque et al.,
2002). Ainsi, dés les stades précoces du développement, la présence de
transporteurs fonctionnels permet de limiter I'action du glutamate. Cette action
des transporteurs est cruciale, puisque le dysfonctionnement de ces
transporteurs peut conduire a des crises d’épilepsie. Ainsi, le blocage des
transporteurs par injection intra-cérébro-ventriculaire de DL-TBOA provoque
I'apparition de crises caractérisées par un patron de décharge de type
"suppression burst”, associée a des myoclonies (Demarque et al., 2004) (Milh et

al Epilepsia 2006 in press).

2.2 Les récepteurs et transporteurs du GABA.

Le GABA est synthétisé a partir du glutamate grace aux deux isoformes de la
glutamic acid decarboxylase (GAD), GAD65 et GAD67. Il est ensuite stocké dans
des vésicules synaptiques par l'intermédiaire de transporteurs vésiculaires
(VGAT). Apreés libération synaptique classique (Rizo and Sudhof, 2002) ou non
conventionnelle (voir plus loin), il va agir par l'intermédiaire de récepteurs
ionotropiques, les récepteurs de type GABA, et GABA: (Sieghart, 2000) et
métabotropiques, les récepteurs de type GABAg (Bowery et al., 2002). L'action
du GABA est terminée grace a sa capture par des transporteurs membranaires
spécifiques (GATs) portés par les neurones et cellules gliales voisines du site de
libération (Conti et al., 2004). Le GABA est alors métabolisé par la GABA

transaminase (GABA-T) (voir schéma récapitulatif Figure 21).
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Figure 22. Expression précoce des récepteurs GABAA.

A) Distribution des ARNm codant pour les sous-unités al-a6, B1-B3, y1l-y3, sur coupes
sagittales d’embryons de rat a E14. [D’aprés (Laurie et al., 1992)]

B) Distribution des ARNm codant pour les sous-unités a3 et a4 sur coupes coronales de
néocortex de rat a E17. La sous-unité a4 est exprimée au niveau des cellules en
prolifération (BrdU+) de la zone ventriculaire, alors que la sous-unité a3 est exprimée au
niveau de la plaque corticale. [D'aprés (Ma and Barker, 1995)]

C-D) Les courants évoqués par l'application de GABA (trace du haut) au niveau des
cellules de la zone ventriculaire (C) sont amples et de cinétique lente, ne présentant pas
de désensibilisation, alors que les courants évoqués au niveau des jeunes neurones de la
plague corticale (D) sont plus rapides et font I'objet d’'une désensibilisation. L'application
de bicuculline démasque un courant tonique au niveau des cellules la zone ventriculaire
(trace du bas en D). [D’aprés (Owens and Kriegstein, 2002)]

E) Les récepteurs GABA, portés par les cellules de la zone ventriculaire sont activés a
concentrations de GABA inférieures a celles nécessaires a l'activation de ceux portés par
les jeunes neurones de la plaque corticale. [D'aprés (Owens and Kriegstein, 2002)]
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2.2.1 Les récepteurs GABAA.

Nature des récepteurs GABA, :

Les récepteurs GABA, sont fonctionnels sous formes de complexes hétéro-
pentamériques. On distingue de nombreux types de sous-unités des récepteurs
GABA, (a1l - a6, B1 - B3, v1 - y3, 9, & 6, n) dont I'assemblage forme un canal
pour les ions chlorure (Figure 21B). Les possibilités combinatoires sont multiples,
mais théoriques, le sous-type de récepteur GABA, le plus exprimé étant composé
des sous-unités al, B2 et y2. La stoechiométrie respecte le plus souvent la
proportion de deux sous-unités a et deux sous-unités B pour une seule sous-
unité y, cette derniere pouvant étre remplacée par une sous-unité €, d ou n. La

bicuculline est un antagoniste des récepteurs GABA, (Sieghart, 2000).

Sous-unités alpha :

Les sous-unités o2, a3, a4 et a5 sont les sous-unités dont I'expression est
dominante aux stades embryonnaires (Figure 22A-B). La sous-unité a3 est
exprimée dés E14 au niveau cortical et thalamique. Les sous-unités a2 et a5 sont
exprimées dés E15 au niveau des zones germinatives corticales et
hippocampiques, suivie de la sous-unité a4 dés E17. Leurs niveaux d’expression
s‘intensifient des E19 et chez I'adulte (Killisch et al., 1991 ; Poulter et al., 1992 ;
Laurie et al., 1992 ; Ma and Barker, 1995). L'expression de la sous-unité a4 est
essentiellement postnatale au niveau de I'hippocampe, et présente au niveau
hippocampique comme au niveau cortical, un pic centré sur la deuxiéme semaine
de vie (Laurie et al., 1992). La sous-unité al est exprimée essentiellement aux
stades néonatals (dés E19 pour le cortex et dés la naissance pour I'hippocampe)
et son niveau expression augmente au cours du développement postnatal pour
devenir trés intense chez I'adulte au niveau de la grande majorité des structures
cérébrales (Laurie et al., 1992 ; Poulter et al., 1992).

La sous-unité a6 a essentiellement une expression postnatale tardive (P6) et
restreinte au cervelet (Laurie et al., 1992), méme si une expression a des
niveaux tres faibles est détectable aux stades embryonnaires au niveau de

quelques structures (Poulter et al., 1992).
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Sous-unités béta :

La sous-unité Bl est exprimée au niveau de la zone ventriculaire corticale dés
E17 (Ma and Barker, 1995). L'expression est essentiellement postnatale au
niveau hippocampique, et plus transitoire au niveau cortical, disparaissant chez
I'adulte (Laurie et al., 1992). Les sous-unités B2 et B3 sont exprimées des les
stades embryonnaires (E17) au niveau du cortex, de I'hippocampe (ou B2 n’est
exprimé qu’a partir de la naissance) et du cervelet (ou B2 n’est exprimée qu‘a la

fin de la deuxieme semaine de vie postnatale) (Laurie et al., 1992).

Sous-unités gamma :

La sous-unité yl1 est exprimée des E17 au niveau de la zone ventriculaire
corticale (Ma and Barker, 1995). Son expression corticale reste ensuite modérée
jusqu’a I’age adulte. Au niveau hippocampique, y1 est fortement exprimée aux
stades postnatals précoces, puis son expression devient modérée jusqu’a
disparaitre chez I'adulte (Laurie et al., 1992). La sous-unité y2 est exprimée des
E17 au niveau du cortex et de I'hippocampe et son expression se maintient au
niveau cortical jusqu’a I'dge adulte, devenant méme intense chez l'‘adulte au
niveau hippocampique. La sous-unité y3 posséde une expression postnatale,
montrant un pic d’expression au cours de la deuxiéme semaine de vie pour
disparaitre chez I'adulte, au niveau cortical comme hippocampique (Laurie et al.,
1992).

Expression de récepteurs GABA, fonctionnels :

Des récepteurs GABA, fonctionnels sont exprimés par les cellules précurseurs des
de la zone ventriculaire corticale dés E16 (LoTurco et al., 1995). A ce stade,
I'action du GABA est dépolarisante (voir plus bas). Les récepteurs GABAa
exprimés ont des caractéristiques électrophysiologiques variables au cours du
développement (Owens et al., 1999). Ainsi, les récepteurs exprimés par les
cellules précurseurs de la zone ventriculaire corticale ont des affinités
importantes pour le GABA et ne font pas |'objet de désensibilisation (Figure 22D-
E). De plus, ces cellules sont activées de facon tonique par le GABA, comme

démontré par |I'application d’antagonistes des récepteurs GABA, (Figure 22D). A
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I'inverse, les récepteurs exprimés par les neurones de la plaque corticale au
méme stade présentent des affinités plus faibles pour le GABA et font I'objet
d’une désensibilisation rapide (Figures 22C, 22E). Les courants toniques ne sont
plus observés (Owens et al., 1999). Les différentes propriétés des récepteurs
GABA, sont liées a des compositions en sous-unités différentes selon les
structures cérébrales (Serafini et al., 1998), et selon les types cellulaires. Ainsi,
les sous-unités a4, Bl et yl seraient prédominantes au niveau des zones
germinatives corticales, alors que a3, B2/3 et y3 seraient prédominantes au
niveau des jeunes neurones de la plaque corticale (Figure 22B) [(Ma and Barker,
1995) et voir plus haut].

2.2.2 Les récepteurs GABAc.

Les récepteurs GABAc sont fonctionnels sous formes de complexes homo-
ou hétéro-pentamériques composés d’'un ou de plusieurs types de sous-unités p,
dont I'assemblage forme un canal chlore insensible a la bicuculline, un
antagoniste des récepteurs GABA. (Figure 21B). En raison des fortes homologies
de séquence des sous-unités p avec les sous-unités des récepteurs GABA,, les
récepteurs GABA: peuvent étre considérés comme une sous-classe de récepteurs
GABAA (Bormann, 2000).

2.2.3 Les récepteurs GABAg.

Nature des récepteurs GABAg; :

Les récepteurs GABAg sont des récepteurs couplés aux protéines G, de la famille
des récepteurs a sept segments transmembranaires. Ils sont fonctionnels sous
formes de complexes hétéro-dimériques composés de deux sous-unités : GABAg;
et GABAg; (Figure 21B). La sous-unité GABAg; existe sous plusieurs variants du
fait d’'un épissage alternatif (GABAg1. - GABAgie) (Bowery et al., 2002). Les
récepteurs GABAg sont principalement responsables de la modulation de
I'excitabilité neuronale, du fait de leur localisation pré et post-synaptique
(Bormann, 2000), mais ils jouent également des rbles importants au cours du

développement (voir plus loin).
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Figure 23. Expression précoce des récepteurs GABAg;.

A-B) Expression des récepteurs GABAg; sur coupes coronales de cerveaux d’embryons de
rat a E14 (A) et E16 (B). L’expression est d’abord détectée au niveau de la pré-plaque
(PP), puis de la zone marginale (ZM) (panneau 1 en A) et de la zone intermédiaire
inférieure (ZI1) (panneau 2 en B). [D’aprés (Lopez-Bendito et al., 2002)]

C) Les cellules exprimant GABAg; (vert) au niveau de la zone intermédiaire inférieure
sont des interneurones en migration, issus des éminences ganglionnaires. Leur migration
est visualisée 24h aprés dépdt de particules imbibées de CMTMR (rouge) au niveau des
éminences ganglionnaires. Echelles, 200 um a gauche, 50 um a droite.

D) Grossissement d’un interneurone exprimant GABAg; (vert) et ayant incorporé du
CMTMR (rouge). Echelle, 10 um. [C et D, d’aprés (Lopez-Bendito et al., 2003)]
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Expression précoce des récepteurs GABAg :

Les sous-unités GABAg; et GABAg, sont exprimées des E11 au niveau des zones
germinatives hippocampiques et corticales (Kim et al., 2003), GABAg; étant
exprimée a des niveaux plus importants que GABAg, (Martin et al., 2004). Des
E14, GABAgi.b €st exprimée au niveau des éminences ganglionnaires et de la
pré-plaque, puis de la sous-plaque et de la zone marginale a E16, et de la zone
intermédiaire inférieure a E18, suggérant une expression par les interneurones
en migration tangentielle (Figure 23A-C) (Lopez-Bendito et al., 2002 ; Lopez-
Bendito et al., 2004). L'expression de GABAg, est sur le modéle de celle de
GABAg;4b, Mais plus modérée. La co-expression de GABAg:., et GABAg, concerne
pres de 95% des cellules, a l'exception des interneurones en migration
tangentielle au niveau de la zone intermédiaire, qui n’expriment que GABAg1ab
(Lopez-Bendito et al., 2002 ; Lopez-Bendito et al., 2003).

2.2.4 Les transporteurs du GABA.

Expression précoce du transporteur vésiculaire du GABA :

L'’ARNm du transporteur vésiculaire du GABA (VGAT) est détecté des E10.5 au
niveau du télencéphale ventral et son expression devient plus précisément
localisée au niveau des éminences ganglionnaires dés E11.5 (Oh et al., 2005). A
la naissance, VGAT est détecté au niveau de la couche I du cortex, puis le
marquage devient plus intense au cours des deux premiéres semaines de vie
postnatale, s'étendant a la majorité des couches corticales des P10 (Minelli et al.,
2003). Au niveau hippocampique, un marquage punctiforme est détecté dés E18
(Boulland et al., 2004).

Expression précoce des transporteurs membranaires du GABA :

Quatre classes de transporteurs membranaires du GABA ont été identifiées
(Conti et al., 2004). GAT1 est exprimé des E14 au niveau des éminences
ganglionnaires. Une expression modérée est ensuite observée dés E16 au niveau
de la zone sous-ventriculaire (Evans et al., 1996 ; Jursky and Nelson, 1996). A la

naissance, GAT1 est détecté au niveau de la zone marginale corticale et de
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Figure 24. GAT-1 est exprimé mais n’est pas efficace aux stades périnatals.

A) Expression de GAT-1 sur coupes sagittales de cerveaux de rat (E14-P5). Le marquage
est faible au niveau cortical a E18, plutdt localisé au niveau de la zone ventriculaire. Un
marquage au niveau de la zone marginale et de I'hippocampe est détectable a la
naissance. [D’aprés (Jursky and Nelson, 1996)]

B) L’application de SKF89976A, un bloqueur des transporteurs GAT-1 n’a pas d’effet sur
les courants évoqués par l'application de GABA (fleche), comme montré sur la
superposition des deux traces. L’expérience est réalisée en présence de TTX, de MK801
et de CNQX. [D’apres (Demarque et al., 2002)]

GluR1-4
GluR1-3
GluR4

=h
=
IS

flop

AMPA

il

GluR5-7
KA1/2

NR1/NR2B
NR2A

NMDA KA

alpha 1
alpha 2-5
beta 1

beta 2/3
gamma 1/2
gamma 3

GABA

|

E14 E15 E16 E17 E18 E19 PO P7 P14 P21 Ad.

Figure 25. Expression précoce des récepteurs des neurotransmetteurs : schéma
récapitulatif.

Expression précoce des principales sous-unités constitutives des récepteurs ionotropiques
du glutamate et du GABA. Les gradients refletent I'abondance des sous-unités.
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I'hippocampe (Figure 24A) (Jursky and Nelson, 1996 ; Yan et al., 1997). GAT2 et
GAT3 sont exprimés au niveau des méninges aux stades embryonnaires (E14-
E16) (Evans et al., 1996). GAT4 est faiblement exprimé au niveau de la zone
sous-ventriculaire et du bulbe olfactif a E14 et de I'hippocampe a E16, puis n’est
plus détectable au niveau cortical et hippocampique jusqu’a P5 (Evans et al.,
1996 ; Jursky and Nelson, 1996).

Expression de transporteurs membranaires fonctionnels :

Si le transporteur GAT-1 est exprimé aux stades périnatals, il ne semble pas
efficace, puisque les courants générés par l'application pulsatile de GABA sont
insensibles a I'application concomitante de SKF899756A, un bloqueur spécifique
de GAT-1 (Figure 24B) (Demarque et al., 2002).

2.3 Schéma reécapitulatif: expression précoce des

récepteurs des neurotransmetteurs.

La Figure 25 présente un résumé des expressions précoces des principales sous-
unités des récepteurs ionotropiques du glutamate et du GABA au cours du

développement.

2.4 Action dépolarisante du GABA et synergie GABA /
NMDA.

2.4.1 Le GABA est dépolarisant aux stades précoces du

développement.

Si I'activation des récepteurs GABA, chez l'adulte est généralement associée a
une inhibition synaptique, la situation est différente au cours du développement.
Chez les neurones immatures, l'activation des récepteurs GABA, provoque une
dépolarisation membranaire et peut conduire au déclenchement d'un potentiel
d’action (Ben Ari et al., 1989 ; Owens et al., 1996 ; Chen et al., 1996 ; Owens et

al., 1999 ; Gao and van den Pol, 2001). Cette action dépolarisante (ou
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Figure 26. Action dépolarisante du GABA.

A) a-g. Distribution des ARNm de KCC2 (b, d, f, g ; champ clair en a, ¢, €) sur coupes
sagittales de rats E20 et postnatals précoces (PO-P5) et sur Northern blot. [D’aprés
(Rivera et al., 1999)]

B) Chez un neurone immature, les concentrations intracellulaires en ions chlorure sont
plus élevées que les concentrations extracellulaires, du fait de I'immaturité de KCC2. Le
potentiel d’équilibre des ions chlorure (ECI) est plus dépolarisé que le potentiel de repos.
L'activation des récepteurs GABA, provoque une sortie d’ions chlorure et ameéne le
potentiel de repos (Vm) vers des valeurs plus dépolarisées, pouvant atteindre le seuil de
déclenchement du potentiel d’action. Chez un neurone adulte, KCC2 est fonctionnel et les
concentrations intracellulaires en ions chlorure sont plus faibles que les concentrations
extracellulaires. ECI est plus hyperpolarisé que le potentiel de repos. L’'activation des
récepteurs GABA, provoque une entrée d’ions chlorure et ameéne le potentiel de repos
vers des valeurs plus hyperpolarisées, s’éloignant du seuil de déclenchement du potentiel
d’action. [D’apres (Miles, 1999)]
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« excitatrice ») du GABA est due a une concentration intracellulaire élevée en
ions chlorure chez les neurones immatures et a un potentiel de repos plus
hyperpolarisé que le potentiel d’équilibre du chlore (ECI) chez ces neurones. En
effet, aux stades précoces, les concentrations intracellulaires en ions chlorure
sont plus élevées que les concentrations extracellulaires (Owens et al., 1996).
Cette propriété s’explique la différence de maturité entre les systemes
d’extrusion du chlore (co-transporteur potassium-chlore KCC2) et les systemes
responsables de son accumulation (co-transporteur sodium-potassium-chlore
NKCC1). Alors que NKCC1 est présent des les stades embryonnaires, KCC2 n’est
exprimé qu’aux stades périnatals et voit son niveau d’expression s’accroitre au
cours de la premiere semaine de vie postnatale (Figure 26 A) (Clayton et al.,
1998 ; Rivera et al., 1999). La maturation des systemes d’extrusion du chlore
provoque une baisse progressive des concentrations intracellulaires en ions
chlorure, qui deviennent plus faibles que les concentrations extracellulaires.
Ainsi, la valeur du potentiel d’équilibre du chlore est différente selon le stade de
maturation : aux stades précoces, ECl est plus dépolarisé que le potentiel de
repos, alors qu’aux stades ultérieurs il est plus hyperpolarisé (Figure 26B). En
conséquence, I'ouverture du canal du récepteur GABA, provoque un flux sortant
d’ions chlorure aux stades immatures, déplacant le potentiel de membrane vers
une valeur plus dépolarisée et pouvant atteindre le seuil de déclenchement d’un
potentiel d’action sodique (Ben Ari et al., 1989). La dépolarisation provoquée par
I'activation des récepteurs GABA, peut également activer des canaux calciques
sensibles au voltage et ainsi induire une augmentation des taux de calcium
intracellulaire (Figure 27A-C) (Leinekugel et al., 1995 ; Leinekugel et al., 1997).
Chez I'adulte, l'ouverture du canal provoque un flux entrant d’ions chlorure,
déplacant le potentiel de membrane vers une valeur plus hyperpolarisée, et

I’éloignant du seuil de déclenchement d’un potentiel d’action (Figure 26B).

2.4.2 Synergie GABA/NMDA.

Chez les neurones immatures, la dépolarisation membranaire provoquée par
I'activation des récepteurs GABA, peut lever le blocage voltage-dépendant des
récepteurs NMDA par les ions magnésium. En présence d’un bloqueur des canaux
calciques dépendant du voltage, l'activation concomitante des récepteurs GABA,

et NMDA provoque une augmentation des taux de calcium intracellulaire. Cette
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Figure 27. Action dépolarisante du GABA et synergie GABA /7 NMDA.

A) Réponses synaptiques enregistrées d’'une cellule pyramidale de CA3 (enregistrement
mode cellule attachée), obtenues aprés stimulation (fleche) au niveau du stratum
radiatum. La stimulation en contrble évoque une série de potentiels d’action,
progressivement bloqués par I'application successive d’antagonistes glutamatergiques
(CNQX puis APV), la composante GABAergique restante étant bloquée par la bicuculline.
B) Méme expérience en présence d’indicateurs calciques, chargés dans une cellule
pyramidale de CA3. La stimulation électrique provoque un influx calcique en présence de
CNQX et APV. L’influx calcique n’est plus observable aprés ajout de bicuculline.

C) Schéma explicatif des résultats des expériences A et B : la dépolarisation induite par
I'activation des récepteurs GABA, active des canaux sodiques voltage-dépendants
(VDNa+ : potentiel d’action) et des canaux calciques voltage-dépendants (VDCa2+ :
influx calcique).

D) En présence d'un blogqueur des canaux calciques voltage-dépendants (D600),
I'application d’'un agoniste des récepteurs GABA, (isoguvacine, iso) n’a pas d’effet sur les
niveaux de calcium intracellulaire (visualisés grace a un indicateur calcique). L’application
concomitante d’isoguvacine et de NMDA provoque une augmentation des taux de calcium
intracellulaire.

E) Schéma explicatif des résultats de I'expérience D : la dépolarisation induite par
I'activation des récepteurs GABA, léve le blocage voltage-dépendant par le magnésium
des récepteurs NMDA. L’ouverture des canaux NMDA provoque une entrée de calcium.
[D’aprés (Ben Ari et al., 1997;Leinekugel et al., 1997)]
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augmentation de calcium intracellulaire est liée a I'activation des récepteurs
NMDA, dont le blocage par les ions magnésium a été levé par la dépolarisation
induite par l'activation des récepteurs GABA, (Figure 27D-E) (Leinekugel et al.,
1997). Ainsi, I'une des conséquences potentielles de |'activation précoce des
récepteurs GABA, est la mobilisation du calcium intracellulaire et I'activation des
voies de signalisation intracellulaire, dont de nombreux intermédiaires sont

dépendants du calcium.

75



A Glutamate / Dapi B GABA / Dapi

b

Figure 28. Distribution des neurotransmetteurs GABA et glutamate au sein du
néocortex en développement.

A) Immuno-marquages anti-glutamate (vert) sur coupes coronales de néocortex
embryonnaire de souris (E12-E18), contre-coloration au Dapi (rouge). Le marquage est
diffus aux stades précoces et se restreint aux zones intermédiaire, marginale et a la
sous-plaque dés E16. B) Immuno-marquages anti-GABA (vert) sur coupes coronales de
néocortex embryonnaire de souris (E10-E16) et a la naissance, contre-coloration au Dapi
(rouge). Le marquage est présent dés les stades précoces, a travers I'ensemble de la
paroi corticale. Les forts grossissements présentés en inserts illustrent la diminution
progressive du marquage GABA au niveau des zones de prolifération. Echelles, 50 pm.
[D’aprés (Haydar et al., 2000)]
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ayant migré dans le compartiment inférieur

Figure 29. Description d’une chambre de Boyden.

Des cellules dissociées a partir de cortex embryonnaire sont déposées dans le
compartiment supérieur de la chambre, séparé du compartiment inférieur par un filtre
percé de pores (diameéetre 8 um). Les cellules sont attirées vers le compartiment inférieur
contenant le chémo-attractant et migrent dans sa direction (chémotaxie), passant a
travers les pores. Les cellules ayant migré sont comptées apres fixation et marquage.

[D’aprés (Behar et al., 1994)]
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Chapitre 3. Modulation de la migration neuronale

par les neurotransmetteurs

Les différentes sous-unités constitutives des récepteurs ionotropiques des
neurotransmetteurs sont exprimées dés les stades précoces du développement
embryonnaire. Des récepteurs ionotropiques fonctionnels pour le glutamate et le
GABA sont exprimés par de nombreux types cellulaires du cerveau en
développement : progéniteurs, neurones en migration, neurones immatures et
cellules gliales (voir chapitre précédent). Le glutamate et le GABA sont détectés
dans le micro-environnement neuronal trés tot au cours du développement
cortical (Figure 28) (Behar et al., 1999 ; Behar et al., 2001 ; Haydar et al.,
2000 ; Benitez-Diaz et al., 2003). L'action de ces neurotransmetteurs est donc
possible trés précocement et va influencer chacune des différentes étapes de la
construction cérébrale. Dés les étapes de prolifération, le glutamate et le GABA
sont capables de contrbler et de moduler le cycle cellulaire des progéniteurs
neuronaux du néocortex (Antonopoulos et al., 1997 ; Haydar et al., 2000 ;
LoTurco et al., 1995), du striatum (Sadikot et al., 1998 ; Nguyen et al., 2003) et
du cervelet (Fiszman et al., 1999). Au cours de chacune des étapes de migration,
le GABA et le glutamate vont moduler la navigation des jeunes neurones. Ces

actions modulatrices seront présentées au cours de ce chapitre.

3.1 Actions modulatrices du GABA au cours de la

migration neuronale.

3.1.1 Modulation de la migration des neurones corticaux par
le GABA.

Les actions chémotropes® du GABA ont été initialement mises en évidence gréce
a l'utilisation de chambres de Boyden (Figure 29). Dans ce contexte
expérimental, le GABA induit la motilité de neurones dissociés a partir du
néocortex d’embryons de rat, exercant une action dose-dépendante. Des

concentrations femto-molaires de GABA induisent une chémotaxie (migration

4 Induisant un mouvement cellulaire.
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Figure 30. Actions modulatrices du GABA.

A-B) Mouvements des jeunes neurones corticaux dans une chambre Boyden. En
I'absence de gradient (GABA présent dans les deux compartiments), le GABA induit des
mouvements aléatoires d’'un compartiment a l'autre (chémokinése, panneau du haut en
A). La présence d'un gradient de GABA induit une migration dirigée dans le sens du
gradient (chémotaxie, panneau du bas en A). La motilité induite par le GABA est dose-
dépendante : des concentrations femto-molaires de GABA (pointillés en B) induisent la
chémotaxie, des concentrations micro-molaires induisant la chémokinése (noir en B)
[D’apres (Behar et al., 1996)]

C-D) Migration de jeunes neurones marqués au BrdU sur cultures organotypiques de
néocortex embryonnaire (C). Les jeunes neurones marqués au BrdU atteignent la plaque
corticale en condition contrdle (D). Le traitement au saclofen empéche I'entrée au sein de
la plaque corticale et provoque une accumulation de cellules dans la zone intermédiaire.
Le traitement a la picrotoxine empéche la sortie des zones ventriculaire et sous-
ventriculaire. Echelle, 80 uym. |D’apres (Behar et al., 2000)]

E-F) L'épaisseur de la plaque corticale (fleche en E, en gris en F) et le pourcentage de
cellules BrdU+ y ayant migré (en noir en F) sont augmentées aprés traitement a la
bicuculline. [D’aprées (Behar et al., 2000)]
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dirigée le long d’un gradient chimique), alors que des concentrations micro-
molaires induisent une chémokinése (mouvements aléatoires) (Figure 30A-
B) (Behar et al., 1996). L'analyse plus fine des réles modulateurs du GABA a été
permise grace a |‘utilisation de cultures organotypiques de néocortex
embryonnaire (Figure 30C). Ces préparations plus intégrées ont permis de
montrer que le GABA module chacune des étapes de migration radiale des jeunes
neurones corticaux. Tout d’‘abord, le GABA module la sortie des zones de
prolifération (zones ventriculaire et sous-ventriculaire), induisant la migration
des neurones nouvellement générés a destination de la zone intermédiaire. Cette
action pro-migratoire serait liée a l‘activation a une classe particuliere de
récepteurs de type GABA(, sensibles a la picrotoxine (antagoniste des récepteurs
de type GABA, et GABA:) et couplés a l'activation de protéines G (Figure
30D) (Behar et al., 1998 ; Behar et al., 2000). Ensuite, le GABA permet |'entrée
des jeunes neurones, alors en migration au niveau de la zone intermédiaire, au
sein de la plaque corticale (Figure 30D) (Behar et al., 2000). Les neurones de la
plaque corticale sont responsables de cette libération de GABA et |'action de
celui-ci s'effectue grace a des récepteurs GABAg portés par les neurones en
migration (Behar et al., 2001). Enfin, le GABA fournit un signal d’arrét de
migration, lorsque les jeunes neurones ont atteint leur destination finale au sein
de la plaque corticale (Figure 30E-F) (Behar et al., 2000). Ce signal stop est lié a
I'activation de récepteurs de type GABA,, faisant I'objet d’une désensibilisation
rapide, portés par les neurones en migration (Behar et al., 2000 ; Heck et al.,
2006). Ainsi, I'expression de différents types de récepteurs du GABA est associée
a un comportement migratoire spécifique, et leur fonction permettrait une
modulation fine de la migration neuronale tout au long du trajet migratoire.

Une activation excessive des récepteurs GABA, par le muscimol provoque les
mémes effets que leur antagonisme par la bicucullineg, induisant la formation
d’hétérotopies des couches superficielles, in vivo comme in vitro (Heck et al.,
2006). Ces effets pourraient étre liés a une désensibilisation des récepteurs
GABA, suite a leur stimulation excessive, provoquant la perte du signal stop et

conduisant a une migration excessive des jeunes neurones corticaux.

3.1.2 Modulation de la migration interneuronale par le GABA.

Le GABA module |'entrée des jeunes interneurones au sein des voies de
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Figure 31. Modulation de la migration rostrale par le GABA.

A-D) La zone sous-ventriculaire antérieure (ZSVa, en orange en A et B) bordant la paroi
antérieure du ventricule latéral (VL) est la zone de neurogenése des neurones du bulbe
olfactif (BO en C), qu’ils rejoignent en migrant tangentiellement le long du courant
migratoire rostal (RMS). Les jeunes neurones olfactifs (cellules rouges en B) migrent en
chaines de neurones (visualisées en culture en D), enserrés dans un fourreau glial
(cellules bleues en B). Arrivés au sein du bulbe olfactif, les jeunes neurones se détachent
des chaines pour migrer radialement (A). [A, d’aprés (Coskun and Luskin, 2002) ; B,
d’aprées (Doetsch, 2003) ; C, d’apres (Wichterle et al., 1997)]

E) La migration des jeunes neurones olfactifs le long du RMS est modulée par le GABA,
qui réduit la vitesse migratoire en activant les récepteurs GABA, (E). L’activation
excessive des récepteurs par des concentrations élevées de GABA produit les mémes
effets que leur antagonisme par la bicuculline, augmentant les vitesses de migration (E).
L'activation des récepteurs GABAg par le baclofen n’a pas d’effet sur la migration (E).
F-G) Les cellules gliales contrélent étroitement la migration des jeunes neurones olfactifs
grace a la capture de GABA par les transporteurs. L'augmentation des taux de GABA
ambiant induit par le blocage des transporteurs par I'acide nipécotique (GAT1, 3 et 4) ou
SNAP5114 (GAT3 et 4), provoque une réduction des vitesses migratoires (F) et une
élévation des taux de GABA (G). Le blocage de GAT1 par NO711 n'a pas d'effet. [E-G,
d’aprés (Bolteus and Bordey, 2004)]
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migration tangentielle corticale (Cuzon et al., 2005). De plus, une action
modulatrice liée a l'activation de récepteurs GABAz a été mise en évidence le
long des voies migratoires. Ainsi, le traitement a l|'aide d’antagonistes des
récepteurs de type GABA; provoque une accumulation d’interneurones au niveau
des zones ventriculaire et sous-ventriculaire et un raccourcissement de leurs
prolongements de guidage (Lopez-Bendito et al., 2003). Des courants évoqués
par I'application de GABA ou d’isoguvacine, un agoniste spécifique des récepteurs
GABA,, sont enregistrables au niveau des neurones en migration au niveau de la
zone intermédiaire (Metin et al., 2000), mais leurs roles au cours de la migration

n‘ont pas été étudiés.

3.1.3 Modulation de la migration rostrale par le GABA.

La zone sous-ventriculaire bordant la paroi antérieure des ventricules latéraux
est une zone germinative responsable de la genése des neurones destinés au
bulbe olfactif (Figure 31A-B). La neurogenése au niveau de cette région débute
aux stades embryonnaires et se poursuit chez lI'adulte (Alvarez-Buylla and Lim,
2004). Les jeunes neurones destinés au bulbe olfactif migrent en sa direction au
sein d’'un courant migratoire rostral (rostral migratory stream ou RMS, Figure
31A-C) selon un mode de migration tangentiel particulier, qualifié de migration
en chaines (Figure 31D). Les neurones organisés en chaines migrent enserrés
dans un fourreau glial (Figure 31B) (Lois et al., 1996 ; Wichterle et al., 1997).
Arrivés au sein du bulbe, les jeunes neurones changent de mode migratoire, se
détachant des chaines pour adopter un mode de migration radiaire en direction
de leur couche de destination.

Les jeunes neurones en migration au sein du courant migratoire rostral
expriment des récepteurs GABA, (Carleton et al., 2003 ; Wang et al., 2003),
dont l'activation provoque une réduction de la vitesse de migration (Figure
31E) (Bolteus and Bordey, 2004). Cette modulation de la migration est réalisée
par les cellules gliales environnantes, qui contrélent étroitement les niveaux de
GABA ambiant grace aux transporteurs du GABA (Figure 31F-G) (Bolteus and
Bordey, 2004).
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Figure 32. Actions modulatrices du glutamate.

A) Le glutamate agissant majoritairement par le biais de récepteurs NMDA induit la
motilité (chémotaxie et chémokinése) de jeunes neurones dissociés a partir du néocortex
embryonnaire et placés dans une chambre de Boyden.

B) La motilité induite par le glutamate en chambre de Boyden est obtenue via activation
des récepteurs NMDA, mais pas via l'activation d’autres récepteurs ionotropiques du
glutamate (AMPA, kainate).

C) La migration de jeunes neurones marqués au BrdU sur cultures organotypiques de
néocortex embryonnaire est perturbée apres traitement a I’APV, un antagoniste des
récepteurs de type NMDA. Les neurones BrdU+ atteignent la plaque corticale en controéle,
alors qu’ils persistent au niveau de la zone intermédiaire aprés traitement a I'APV.
[D’aprés (Behar et al., 1999)]
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3.2 Actions modulatrices du glutamate au cours de la

migration neuronale.

3.2.1 Modulation de la migration des neurones corticaux par

le glutamate.

Les actions modulatrices du glutamate, comme celles du GABA, ont été
initialement mises en évidence grace a l'utilisation de chambres de Boyden
(Figure 29). Dans cette préparation, le glutamate induit la motilité de cellules
corticales dissociées a partir de la zone ventriculaire du néocortex embryonnaire
(Figure 32A). Les mémes résultats sont obtenus aprés application de NMDA,
mais pas apres application d’autres agonistes des récepteurs ionotropiques du
glutamate (Figure 32B) (Behar et al., 1999). Ces résultats ont été confirmés sur
cultures organotypiques de néocortex embryonnaire, ou la migration des jeunes
neurones corticaux est bloquée par le traitement a I’APV (Figure 32C) (Behar et
al., 1999) et au MK801 (Hirai et al., 1999), deux antagonistes des récepteurs
NMDA.

Toute altération de la signalisation liée au récepteur NMDA perturbe la migration
neuronale. Ainsi, une activation excessive des récepteurs NMDA par l'ibotenate
injecté in vivo (Marret et al., 1996) ou appliqué sur tranches (Kihara et al.,
2002) provoque des défauts de migration. De plus, les défauts migratoires
observés chez un modele murin du syndrome de Zellweger sont partiellement
compensés par |'application in utero de NMDA, réduisant le nombre de neurones
ectopiques. L’analyse de ce mutant a également montré une déficience des
récepteurs NMDA présents a mobiliser le calcium intracellulaire (Gressens et al.,
2000).

3.2.2 Modulation de la migration interneuronale par le

glutamate.

Les roles du glutamate au cours de la migration tangentielle des interneurones
sont peu connus. Les interneurones en migration au niveau de la zone
intermédiaire corticale n‘expriment pas de récepteurs NMDA fonctionnels, mais

expriment des récepteurs AMPA (Metin et al., 2000). L’activation de ces
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Figure 33. Modulation de la migration des cellules granulaires du cervelet.

A) Séquence de migration des futures cellules granulaires du cervelet. Ces cellules sont
générées (1) au niveau de la zone germinative de la couche granulaire externe (CGE),
migrent tangentiellement au sein de cette couche (2-3) avant d’atteindre la bordure de la
couche moléculaire (CM). A ce niveau, elles émettent un prolongement (4) descendant le
long des fibres radiaires de la glie de Bergman (marquée par B). Les futures cellules
granulaires migrent alors de facon radiaire le long de ces fibres (5-7), avant d’atteindre
la couche des cellules de Purkinje (CP). Elles font une pause au niveau de cette couche
(8), avant de poursuivre leur migration (10-11) jusqu’a leur destination au niveau de la
couche granulaire interne (CGl), ou elles vont se différencier (12-13).

B) Exemple de fluctuation calcique visualisée grace a un indicateur calcique au niveau
d’une future cellule granulaire migrant au sein de la couche moléculaire, avant, aprés et
au pic de calcium intracellulaire. [A et B, d’aprés (Kumada and Komuro, 2004)]

C) Chaque fluctuation calcique, visualisée grace a un indicateur calcique (courbe du
haut), est étroitement corrélée avec un pic de mouvement de la future cellule granulaire
en migration (courbe du bas).

D) La manipulation des fluctuations calciques (diminution de leur amplitude et de leur
fréquence) par diminution des taux de calcium ambiant (faible calcium), par blocage des
canaux calciques voltage-dépendants de type N (o-conotoxine, o-CgTx), par blocage des
récepteurs NMDA (D-AP5) ou par déplétion des stocks intracellulaires de calcium
(thapsigargine, Thapsi), affecte le taux de mouvement des futures cellules granulaires du
cervelet [C et D, d’apres (Komuro and Rakic, 1996)]
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récepteurs par leur agoniste induit une accumulation cytoplasmique de cobalt,
confirmant leur perméabilité calcique (Metin et al., 2000 ; Poluch et al., 2001).
Cette activation des récepteurs AMPA est associée a une rétraction du
prolongement de guidage (Poluch et al., 2001). Néanmoins, I'augmentation des
taux de calcium intracellulaire induite par l'application de kainate a proximité
d’un neurone en migration au niveau de la zone intermédiaire ne semble pas étre

associée a un mouvement du neurone (Moya and Valdeolmillos, 2004).

3.2.3 Modulation de la migration des cellules granulaires du

cervelet.

La migration des cellules granulaires du cervelet est complexe, faisant intervenir
différents modes migratoires. Les futures cellules granulaires sont générées au
niveau de la zone germinative de la couche granulaire externe, puis migrent
tangentiellement au sein de cette couche. Arrivées a proximité de la couche
moléculaire, elles émettent un prolongement descendant le long des fibres de la
glie de Bergman, le long desquelles elles vont migrer selon un mode de
migration radiale, jusqu’a atteindre la couche des cellules de Purkinje. Au sein de
cette couche, les futures cellules granulaires marquent une pause, rétractant
leurs prolongements de guidage, avant d’en émettre de nouveaux et rejoindre la
couche granulaire interne ou elles vont achever leur migration (Figure
33A) (Komuro et al., 2001 ; Yacubova and Komuro, 2002). Chacune des
différentes étapes est caractérisée par des vagues calciques spécifiques (Figure
33B) (Kumada and Komuro, 2004 ; Komuro and Kumada, 2005). La migration
des futures cellules granulaires est trés sensible aux modifications des taux de
calcium intracellulaire (Figure 33D), liées a l'activation des canaux calciques de
type N (Komuro and Rakic, 1992) et des récepteurs NMDA (Komuro and Rakic,
1993). En particulier, chaque pic de calcium intracellulaire est corrélé avec un
mouvement saltatoire des futures cellules granulaires (Figure 33C) (Komuro and
Rakic, 1996), l'arrét des fluctuations calciques étant associé a une pause

migratoire ou a la fin de la migration (Kumada and Komuro, 2004).
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Figure 34. Modulation de la migration des jeunes neurones excitateurs et des
interneurones corticaux par le GABA et le glutamate.

Neurones excitateurs. Le GABA agissant par l'intermédiaire des récepteurs GABAc et
GABA; exerce une action pro-migratoire (en bleu) sur les neurones excitateurs en
migration, leur permettant de quitter leurs zones de neurogenese au niveau des zones
ventriculaire et sous-ventriculaire (GABA:) et d’entrer au sein de la plaque corticale
(GABAR). Au niveau de la plaque corticale, le GABA agissant par l'intermédiaire des
récepteurs GABA, fournit un signal stop (en rouge). Le glutamate agissant par
I'intermédiaire des récepteurs NMDA exerce également une action pro-migratoire sur les
neurones excitateurs en migration.

Interneurones. Le GABA agissant par lI'intermédiaire des récepteurs GABA, et GABAg
exerce une action pro-migratoire (en bleu, astérisques) sur les interneurones en
migration, leur permettant de quitter leurs zones de neurogenése au niveau des
éminences ganglionnaires médiales (GABA,) et de naviguer au sein des voies migratoires
(GABAg). [D’aprés (Behar et al., 1998, 1999, 2000, 2001;Cuzon et al., 2005;Hirai et al.,
1999;Lopez-Bendito et al., 2003)]
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3.3 Modulation de la migration neuronale par le GABA et

le glutamate, modele général.

La Figure 34 résume les actions modulatrices du GABA et du glutamate au cours

de la migration des jeunes neurones excitateurs et des interneurones corticaux.

3.4 Actions paracrines des neurotransmetteurs.

Ainsi qu'illustré dans les paragraphes précédents, le GABA et glutamate sont
particulierement impliqués dans la modulation des étapes de migration
neuronale. Leurs actions modulatrices s’effectuant a un stade de développement
ou la proportion de synapses fonctionnelles est faible, ces neurotransmetteurs
sont susceptibles d’agir en partie selon un mode de communication non

synaptique ou paracrine.

3.4.1 Etat de la synaptogenese aux stades périnatals.

A la naissance chez le rongeur, la majorité des cellules pyramidales de la région
CA1 de I'hippocampe est synaptiquement silencieuse, ne présentant ni courant
post-synaptique spontané, ni évoqué (Tyzio et al., 1999). Ces cellules «
silencieuses », représentant 80% de la proportion totale de neurones
pyramidaux a ce stade, possedent un corps cellulaire de taille réduite, un axone,
mais ne possedent que |’ébauche d’une dendrite apicale (Figure 35). Si ces
cellules sont synaptiquement silencieuses, elles expriment néanmoins des
récepteurs GABA,, NMDA et AMPA fonctionnels (Figure 36C). Les 20% restants
correspondent d’'une part (10%) a des cellules « GABA », qui présentent des
courants post-synaptiques portés par |'activation des récepteurs GABA, et d’autre
part (10%) a des cellules « GABA + glutamate », qui présentent des courants
post-synaptiques portés par l'activation des récepteurs GABA, et des récepteurs
du glutamate. Les cellules « GABA » sont plus développées que les cellules
« silencieuses », possédant un corps cellulaire de taille plus importante, une
dendrite apicale plus longue, restreinte au stratum radiatum, mais pas de
dendrite basilaire. Les cellules « GABA + glutamate » sont les plus développées,

possédant une dendrite apicale atteignant le stratum lacunosum moleculare et
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Figure 35. Formation séquentielle des synapses GABA et glutamate au niveau de
la région CA1l de I’hippocampe de rongeur.

Aux stades périnatals, on distingue trois types de neurones : 1) des neurones silencieux,
ne présentant pas de courant post-synaptique, 2) des neurones présentant des courants
post-synaptiques portés uniquement par l'activation des récepteurs GABA, (neurones
GABA), 3) des neurones présentant des courants post-synaptiques portés par I'activation
des récepteurs GABA, et des récepteurs du glutamate (neurones GABA + glutamate). La
proportion de ces différents types varie : les neurones pyramidaux de la région CA1l de
I’hippocampe sont majoritairement de type silencieux, alors que les interneurones du
stratum radiatum sont majoritairement de type GABA + glutamate [D’aprés (Tyzio et al.,
1999;Hennou et al., 2002;Ben Ari, 2002)]
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une dendrite basilaire (Figure 35). Il existe ainsi une séquence dans
I’établissement des premieres synapses, les synapses GABA étant formées avant
les synapses glutamate.

Cette séquence est également observée pour les interneurones hippocampiques
du stratum radiatum, mais avec des proportions opposées (Hennou et al.,
2002) : a la naissance, la majorité (78%) des interneurones est de type « GABA
+ glutamate », 17% sont « GABA » et 5% sont « silencieux ». Aux stades
embryonnaires tardifs (E18-E20), alors que la quasi-totalité des cellules
pyramidales est silencieuse (90%), la majorité des interneurones (65%) posséde
des synapses fonctionnelles (Figure 35). L’activité a ce stade est donc portée
majoritairement par les synapses GABA. Des résultats similaires ont été obtenus
sur des enregistrements réalisés in utero chez le primate, illustrant I'universalité

de ce principe (Khazipov et al., 2001).

3.4.2 Communication intercellulaire avant la formation de

synapses.

Si la proportion de synapses fonctionnelles est réduite aux stades embryonnaires
tardifs, du moins pour les neurones pyramidaux, les fibres afférentes sont
présentes tres précocement. Ainsi, des fibres GABAergiques (Rozenberg et al.,
1989 ; Dupuy and Houser, 1996) et glutamatergiques (Super and Soriano,
1994 ; Super et al., 1998) sont présentes avant la naissance, représentant une
source potentielle de neurotransmetteurs. De plus, les jeunes neurones en
migration sont capables de libérer des neurotransmetteurs au niveau de leurs
cones de croissance (Taylor and Gordon-Weeks, 1991 ; Soeda et al., 1997 ; Gao
and van den Pol, 2000). Enfin, les astrocytes sont capables de libérer du GABA et
du glutamate pouvant diffuser et activer les neurones (Liu et al., 2000 ; Parri et
al., 2001). En conséquence, avant Ila formation de synapses, des
neurotransmetteurs sont libérés, peuvent diffuser et agir au niveau des
récepteurs présents sur les neurones en cours de maturation (voir chapitre
précédent).

Cette libération de neurotransmetteurs, qui posseéde des caractéristiques
particulieres, permet une communication précoce entre neurones, portée

majoritairement par l'activation de récepteurs GABA, (Demarque et al., 2002).
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Figure 36. Communication paracrine avant la formation des synapses.

Les cellules pyramidales de la région CA1 (reconstruites en A) sont synaptiquement
silencieuses aux stades périnatals, comme révélé par application d’a-latrotoxine, qui
stimule la libération des neurotransmetteurs (B). Elles expriment des récepteurs GABA,,
NMDA et AMPA, comme révélé par l'application d’isoguvacine, de NMDA et d’AMPA,
respectivement agonistes des récepteurs GABA,, NMDA et AMPA (C). Les cellules
pyramidales silencieuses sont activées par les transmetteurs selon deux modes : elles
présentent des courants toniques portés par |‘activation de récepteurs GABA,,
démasqués par lI'application d’antagonistes spécifiques des récepteurs GABA, (bicuculline
et picrotoxine, D). Elles présentent des courants de cinétique lente, spontanément (E) ou
aprés stimulation du stratum radiatum (F), portés par l'activation de récepteurs GABA,
et, a moindre mesure, de récepteurs NMDA, comme démasqué par l|‘application
successive de bicuculline et de MK801 (antagoniste des récepteurs NMDA). [A-B, D-F
d’aprés (Demarque et al., 2002) ; C, d’aprés (Tyzio et al., 1999)]
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Cette communication, qualifiée de communication paracrine®, implique
principalement une libération de GABA et, a moindre mesure, de glutamate,
libérés selon un mode indépendant du calcium et de la machinerie SNARE®. Ainsi,
les neurones pyramidaux de la région CAl1 de I'hippocampe, qui sont
synaptiquement silencieux aux stades périnatals (Figure 36A, 36B), sont activés
par les transmetteurs selon deux modes : 1) une activation tonique portée par
I'activation des récepteurs GABA, (Figure 36D) et 2) des courants de cinétique
lente, spontanément (Figure 36E) ou apres stimulation du stratum radiatum,
portés par |'activation de récepteurs GABA, et, a moindre mesure, de récepteurs
NMDA (Figure 36F) (Demarque et al., 2002). La diffusion du GABA libéré est
facilitée par la présence d'un espace extracellulaire large et peu cohésif, lié a
Iimmaturité du cerveau en développement, mais également a une mauvaise
efficacité des mécanismes de capture. En effet, si les transporteurs du glutamate
sont efficaces aux stades périnatals, les transporteurs du GABA ne le sont pas
(voir plus haut et Figure 24), facilitant ainsi les actions du GABA, le messager

paracrine majeur a ces stades.

> Egalement qualifiée de transmission non synaptique par certains auteurs (Owens and Kriegstein, 2002).
® Complexe protéique responsable de I’exocytose synaptique des neurotransmetteurs (Rizo and Sudhof, 2002).
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Chapitre 4. Perturbation de Ila construction
cérébrale par des facteurs environnementaux :

I’éthanol et de la cocaine.

Compte tenu des réles cruciaux joués par les neurotransmetteurs au cours de la
construction du cerveau feetal, tout composé pharmacologique interférant avec
leurs actions représente un risque tératogene potentiel. De nombreuses études
ont montré que [I'exposition anténatale a de nombreux facteurs
environnementaux peut étre extrémement délétere pour le cerveau feoetal [revue
dans (Gressens et al., 2001)]. Ces facteurs viennent interférer avec la
construction cérébrale, agissant au niveau de cibles variées, dont les systémes
de neurotransmission. Ce chapitre présente I'exemple de |'alcool (éthanol) et de
la cocaine, dont la consommation par la femme enceinte provoque des séquelles

neurologiques majeures chez le nouveau-né.
4.1 Ethanol.

4.1.1 Syndrome d’alcoolisation feetale.

L'exposition a I’éthanol au cours de la grossesse conduit au syndrome
d’alcoolisation feetale (Jones and Smith, 1973), caractérisé par une dysmorphie
faciale, un retard de croissance et une microcéphalie, ainsi que des lésions
cérébrales associées a des déficits cognitifs et a un retard mental. Les lésions
cérébrales les plus caractéristiques sont des défauts d’organisation des couches
corticales, la présence de neurones ectopiques et une réduction de I’épaisseur de
la paroi corticale.

La présence de telles anomalies du cerveau foetal est observée chez 100% des
meres ayant eu une forte consommation d’éthanol pendant la grossesse (100 -
500 mL par jour, 4 — 7 fois par semaine), chez 80 - 90% des meéres ayant eu
une consommation modérée (100 - 200 mL par jour, 1 - 4 fois par semaine) et
chez 30% des meres ayant eu une consommation occasionnelle d’éthanol (35 -

100 mL, 3 fois pendant la grossesse) (Konovalov et al., 1997).
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Figure 37. L’exposition feetale a I’éthanol provoque des défauts migratoires.

A-B) L’administration d’éthanol chez la rate au cours de la gestation provoque la
survenue d’hétérotopies périventriculaires (A) ou lepto-méningées (B) chez le rat adulte.
Echelles, 500 pm et 200 um en A ; 500 pm et 50 um en B. [D’aprés (Komatsu et al.,
2001;Sakata-Haga et al., 2002)]

C-D) La migration des cellules granulaires du cervelet, visualisée en vidéomicroscopie,
est perturbée par I'administration d’éthanol in vitro (D). L’augmentation des taux de
calcium intracellulaire par I'application concomitante de caféine ou de NMDA restaure la
migration (C). Echelle, 12 pm.

E) L’'exposition de ratons de 10 jours a I'éthanol provoque une altération des cellules
granulaires marquées au BrdU, qui peut étre restaurée par I'application concomitante de
caféine. [C-E, d’apres (Kumada et al., 2006)]
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4.1.2 Mécanismes impliqués.

Les effets déléteres de I'éthanol au cours de la construction cérébrale foetale sont
liés a son action sur les récepteurs NMDA et GABA.. En effet, I’éthanol joue le
role d'agoniste des récepteurs GABA, (Wafford et al., 1991 ; Harris et al., 1995)
et d’antagoniste des récepteurs NMDA (Lovinger et al., 1989 ; Hoffman et al.,
1989).

L’administration d’éthanol chez des ratons de 7 jours provoque une mort
neuronale importante au niveau du néocortex, provoquée par la combinaison de
2 mécanismes : une activation excessive des récepteurs GABA, et une inhibition
des récepteurs NMDA. En effet, I'administration de phénobarbital, qui potentialise
I'activation des récepteurs GABA,, comme |'‘administration de MK801, un
antagoniste des récepteurs NMDA, provoquent chez des ratons de méme age une
mort neuronale d’étendue moins importante, la combinaison des 2 correspondant
a I'étendue des lésions provoquées par I’éthanol (Ikonomidou et al., 2000). Des
résultats similaires ont été obtenus chez la souris (Olney et al., 2002).

La consommation d’éthanol par des rates gestantes provoque de nombreux types
de malformations corticales chez les embryons, suggérant de défauts de
migration (Figure 37A-B) (Komatsu et al., 2001 ; Sakata-Haga et al., 2002).
L'observation de défauts migratoires associées a |'administration d’éthanol a
également été rapportée par Miller (Miller, 1986 ; Miller, 1993).

La migration des cellules granulaires du cervelet est perturbée par I’éthanol in
vitro (Figure 37C), réduisant les fluctuations calciques associées a la migration
(voir chapitre précédent). Ces fluctuations calciques peuvent étre rétablies par
application concomitante de NMDA (dont l'activation des récepteurs induit une
entrée de calcium) ou de caféine (qui augmente les taux de calcium
intracellulaire par mobilisation des stocks calciques) (Figure 37D). Les altérations
de la migration des cellules granulaires induites par |'administration intra-
péritonéale d’éthanol chez un raton de 10 jours peuvent également étre corrigés
par I'administration concomitante de caféine (Figure 37E) (Kumada et al., 2006).
Enfin, I’éthanol perturbe la neurogenese et la gliogenese corticale (Miller, 1986 ;
Gressens et al., 1992b ; Miller and Robertson, 1993).
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Figure 38. L’exposition foetale a la cocaine provoque des défauts migratoires.

A) L’administration de cocaine chez la femelle singe rhésus lors de la gestation provoque
une altération de I'organisation des couches corticales, visualisée grace a la coloration de
Nissl, caractérisée notamment par des dispersions cellulaires. Ainsi, les cellules marquées
a la thymidine tritiée, organisées en couche compacte chez les animaux contrdle (couche
V), sont dispersées chez les animaux ayant été exposés a la cocaine lors de la gestation.
Echelles, 400 um. [D’aprés (Lidow and Song, 2001)]

B) L’administration de cocaine chez la rate lors de la gestation provoque des interruptions
de la couche pyramidale de CAl (3-4), des ectopies neuronales (5-6) et des anomalies
de compaction de la couche (7-8) chez le rat adulte. [D’aprés (Baraban et al., 1999)]
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4.2 Cocalne.

4.2.1 Exposition feetale a la cocaine.

La prise de cocaine pendant la grossesse provoque de séveres malformations
cérébrales foetales. La microcéphalie est la malformation cérébrale la plus
fréiquemment rencontrée (pouvant atteindre jusqu’a 16% des cas dans certaines
études). Des défauts d’organisation des couches corticales et des hétérotopies
sont également rencontrés, ainsi que des agénésies du corps calleux. Enfin, la
survenue d’hémorragies cérébrales foetales et d’épisodes ischémiques a été
rapportée. Ces anomalies du développement cérébral sont associées a des

déficits cognitifs et comportementaux, comme des déficits attentionnels.

4.2.2 Mécanismes impliqués.

Les effets délétéres de la cocaine au cours de la construction cérébrale feoetale
sont liés a la perturbation de la neurogenése et de la migration neuronale.
L'administration de cocaine chez des femelles singe rhésus au cours de la
gestation provoque une baisse importante de la densité de cellules marquées a la
thymidine tritiée (Lidow and Song, 2001a), associée a une réduction importante
de la densité neuronale et du volume du néocortex (Lidow and Song, 2001b).
Ces réductions sont associées a des perturbations importantes de I’‘organisation
des couches corticales (Figure 38A) (Lidow et al., 2001).

Des déficits similaires sont observés chez la souris, chez lesquelles
I'administration de cocaine pendant la gestation provoque également une
perturbation de l'organisation en couches corticales (Gressens et al., 1992a ;
Kosofsky et al., 1994 ; Nassogne et al., 1998) et de la maturation neuronale et
gliale (Gressens et al., 1992a ; Nassogne et al., 1998 ; Morrow et al., 2003).
Chez le rat, l'administration de cocaine pendant la gestation provoque la
survenue de dysplasies hippocampiques, caractérisées par des interruptions de la
couche pyramidale de la région CA1l et la présence de neurones ectopiques
(Figure 38B) (Baraban et al., 1999).

Enfin, I'administration de cocaine pendant la gestation chez la souris provoque

une réduction de la migration des interneurones corticaux, in vitro comme in
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vivo, conduisant a une réduction de leur densité au niveau du néocortex
(Crandall et al., 2004).

4.3 Autres facteurs tératogenes potentiels.

Des agonistes des récepteurs GABA, sont fréquemment utilisés comme sédatifs,
tranquillisants, anesthésiques ou anti-épileptiques. Ces substances, d’usage
courant en pédiatrie et en médecine obstétrique, pourraient exercer des effets
délétéres sur la construction cérébrale foetale, perturbant l|'organisation des
couches corticales ou conduire a la formation d’hétérotopies. Leurs effets n‘ont

été que peu étudiés.
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Résultats
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A Noncanonical Release of GABA and Glutamate

Modulates Neuronal Migration

Jean-Bernard Manent, Michaél Demarque, Isabel Jorquera, Christophe Pellegrino,

Yehezkel Ben-Ari, Laurent Aniksztejn, and Alfonso Represa
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Article 1, problématique.

Les neurotransmetteurs GABA et glutamate jouent un r6le modulateur crucial
lors de la construction cérébrale foetale, modulant chacune de ses étapes. Une
vaste littérature est consacrée a |'étude de leurs effets stimulateurs ou
inhibiteurs, variables selon les types cellulaires considérés et envisagés grace a
différents modeéles expérimentaux (voir chapitre 3). Néanmoins, |'absence de
sécrétion vésiculaire des neurotransmetteurs chez différentes lignées de souris
transgéniques ne provoque aucun déficit d’organisation en couches corticales
[munc 18-1 ; (Verhage et al., 2000)], ni de formation de synapses [munc 13;
(Varoqueaux et al., 2002)], les raisons de cette absence de phénotype
demeurant obscures. Un élément de réponse essentiel provient de |'étude
réalisée par Demarque et collaborateurs (Demarque et al., 2002), démontrant
I’'existence d’une communication précoce par les neurotransmetteurs, possédant
des caractéristiques particulieres (voir chapitre 3). En effet, cette communication
paracrine est sous-tendue d‘une part, par |'existence de mécanismes non
vésiculaires de libération des neurotransmetteurs et, d’‘autre part, par une
inefficacité des systemes de capture du GABA. La premiére propriété de cette
communication permettrait d’expliquer I'absence de phénotype
neurodéveloppemental chez les mutants de la sécrétion vésiculaire, puisqu’une
libération non vésiculaire de neurotransmetteurs pourrait moduler la construction
cérébrale feetale. Nous avons étudié cette hypothése grace a la mise au point et
I'utilisation de modeles de migration neuronale in vitro.

Grace a des co-cultures organotypiques d’explants d’hippocampe embryonnaire
préparés a partir de souris GFP et sauvages, nous avons pu visualiser des jeunes
neurones pyramidaux en migration et réaliser leur caractérisation
électrophysiologique. Ces neurones expriment des récepteurs GABA, et NMDA,
dont l'activation est indispensable a leur migration a destination de la couche
pyramidale, ainsi que révélé apres traitement a l'aide d’antagonistes de ces
récepteurs. L'origine du GABA et du glutamate impliqué dans la modulation de la
migration de ces neurones est non vésiculaire puisque la migration se produit
chez le mutant de la sécrétion vésiculaire muncl18-1 et que les effets des

antagonistes persistent chez ce mutant.
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A Noncanonical Release of GABA and Glutamate Modulates
Neuronal Migration
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Immature neurons express GABA and glutamate receptors before synapse formation, and both transmitters are released at an early
developmental stage. We have now tested the hypothesis that the ongoing release of GABA and glutamate modulates neuronal migration.
Using 5-bromo-2’-deoxyuridine labeling and cocultures of hippocampal slices obtained from naive and green fluorescent protein-
transgenic mice, we report that migration is severely affected by GABA , or NMDA receptor antagonist treatments. These effects were also
present in muncl8-1 knock-out slices in which soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE)-
dependent vesicular secretion of transmitters has been deleted. GABA , antagonists were more efficient than NMDA antagonists to reduce
cell migration, in keeping with the earlier maturation of GABAergic mechanisms. We conclude that GABA and, to a lesser degree,

glutamate released in a SNARE-independent mechanism exert a paracrine action on neuronal migration.

Key words: neuron; migration; neurotransmitter; GABA; glutamate; hippocampus

Introduction

Neuronal migration is one of the critical steps of the CNS con-
struction. Once generated in the germinal layers where they be-
come postmitotic, immature neurons (or neuroblasts) start to
migrate to reach their target fields. In the cerebral cortex, this
process is well documented, with the presence of two modes of
migration: (1) a radial, glial-guided mode of migration for the
principal cells, identified by the early pioneering studies con-
ducted by Rakic and colleagues (Rakic, 1971, 1972; Rakic et al.,
1974), and (2) a tangential mode of migration for the interneu-
rons, proposed by O’Rourke et al. (1992) and confirmed by
Anderson et al. (1997) [for a review on both modes of migration,
see Nadarajah and Parnavelas (2002)]. In the hippocampus, the
process has been less investigated, but the same modes of migra-
tion likely proceed. The early birthdating studies from Bayer
(1980) identified the timing of genesis of the pyramidal cells of
the CA1 region between embryonic day 16 (E16) and E18 in rats
[birthdates corrected according to Paxinos et al. (1991), the
morning after mating being considered as E0]. Once generated,
these cells start their migration toward the stratum pyramidale
between E17 and E19-E20. In mice, this process occurs slightly
earlier, with cells being generated between E14 and E16 (Stanfield
and Cowan, 1979) and migrating afterward.
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As they migrate throughout the cerebral tissue, immature
neurons are influenced by several factors that modulate their jour-
ney. Among these factors, transmitters have been shown to play an
important role. Indeed, several studies that focused on various brain
structures (cerebellar cortex, cerebral cortex, olfactory epithelium,
basal forebrain) and neuronal subtypes (granule cells, cortical neu-
roblasts, tangentially migrating interneurons, luteinizing hormone-
releasing hormone neuroblasts, gonadotropin-releasing hormone
neuroblasts) have been performed using different protocols (disso-
ciated cells in microchemotaxis chambers, slice preparation). These
studies have led to the conclusion that transmitters, GABA and glu-
tamate, acting on several receptor subtypes (GABA,, GABA,
GABA_, NMDA, AMPA) have a crucial modulatory effect on mi-
grating neuroblasts, acting as motility-promoting signals (Behar et
al., 1998, 1999, 2000, 2001; Hirai et al., 1999; Simonian and Herbi-
son, 2001; Lopez-Bendito et al., 2003), acceleratory signals (Komuro
and Rakic, 1993), or stop signals (Behar et al., 1998, 2000; Fueshko et
al., 1998; Bless et al., 2000; Simonian and Herbison, 2001; Kihara et
al.,, 2002). However, in contrast to these observations, there is no
deficit in cortical layering and synapse formation in mice in which
vesicular release has been deleted: munc18-1 mutant mice (Verhage
et al., 2000) or muncl3-1/2 double knock-out (KO) mice (Varo-
queaux etal., 2002). The reasons for this contradiction have not been
elucidated.

In a recent study, we showed that in the prenatal (E18-E20)
and postnatal [postnatal day 0 (P0) to P3] hippocampus of rats
and mice (Demarque et al., 2002), there is a calcium- and soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor
(SNARE)-independent release of GABA and glutamate. These
transmitters generated large slow currents in maturing neurons,
including neurons that have no functional synapses. This para-
crine mode of communication, which is mediated by the activa-
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tion of GABA, and NMDA receptors, is restricted to an early
developmental stage. Interestingly, this release is present in
muncl8-1 mutant mice (Demarque et al., 2002), suggesting that
a SNARE-independent release of GABA and glutamate may con-
tribute to the construction of brain structures.

To investigate this issue, we designed a hippocampal organotypic
slice coculture assay in which fluorescent migrating pyramidal neu-
rons can be observed easily. Using this technique, patch-clamp re-
cordings of migrating cells indicated that these cells expressed func-
tional GABA, and sometimes NMDA receptors. Applications of
antagonists of GABA,, (bicuculline) or NMDA [(5S,10R)-(+)-5-
methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine
maleate (MK801)] receptors led to a strong impairment of neu-
ronal migration, including in slices of munc18-1-deficient mice.
Our results suggest that a paracrine, SNARE-independent release
of GABA and glutamate may modulate neuronal migration.

Materials and Methods

Animals. Experiments were performed on E17-E18 rats and E16-E17
mice embryos. Wistar rats were obtained from Janvier (Janvier, France).
We also used Swiss mice (Janvier), green fluorescent protein (GFP)-
transgenic mice (a gift from Dr. M. Okabe, Osaka University, Osaka,
Japan) (Okabe et al., 1997), or muncl8-1 mutant mice (a gift from Dr.
T. C. Siidhof, University of Texas, Dallas, TX) (Verhage et al., 2000)
deficient for the brain-specific isoform of the mammalian homolog of
UNCI18, also called nSecl or RbSecl [for a review on SNAREs and
Muncl8, see Hata et al. (1993) and Rizo and Sudhof (2002)]. The GFP
embryos were selected from the wild-type nonfluorescent littermates
under UV light. The munc18-1-deficient embryos were selected from
normal or heterozygous littermates because they have a smaller size and
exhibit a peculiar tucked posture and edematous appearance. Further-
more, they are paralyzed and display neither spontaneous nor reflex
movement after mechanical stimulation. The absence of the Munc18-1
protein in selected embryos was confirmed post hoc as described previ-
ously (Demarque et al., 2002). All experimental procedures were per-
formed in agreement with the European Union and French legislation
concerning the care and use of animals.

Pharmacological agents and antibodies. The pharmacological agents
used in culture and for electrophysiology were as follows: NMDA, isogu-
vacine, D-2-amino-5-phosphonovaleric acid (p-APV), MKB801, and
bicuculline (all obtained from Tocris, Bristol, UK); and GABA and glu-
tamate (both obtained from Sigma, St. Louis, MO).

The primary antibodies were as follows: rat anti-5-bromo-2’'-
deoxyuridine (BrdU; 1:50; Harlan Sera-Lab, Loughbourough, UK),
mouse monoclonal anti-GFP (1:2000; Molecular Probes, Eugene, OR),
anti-BIII-tubulin (1:500; Sigma), anti-microtubule-associated protein 2
(MAP2; 1:500; Sigma), anti-GABA, B chain (1:200; Chemicon, Te-
mecula, CA), rabbit polyclonal anti-GFP (1:3000; Molecular Probes),
anti-NMDA receptor subunit NR1 (anti-NR1) (1:200; Chemicon), anti-
AMPA/KA receptor subunits 2/3 (GluR2/3; 1:200; Chemicon), anti-
GFAP (1:200; Sigma), and anti-GABA (1:500; Sigma).

The secondary antibodies were as follows: donkey anti-rat conjugated
with FITC (1:200), donkey anti-mouse conjugated with FITC (1:200),
goat anti-mouse conjugated with Texas Red (1:200; Jackson ImmunoRe-
search, West Grove, PA), goat anti-rabbit conjugated with Cy3 (1:200;
Molecular Probes), and goat anti-rabbit conjugated with Alexa 488 (1:
200; Molecular Probes).

Hippocampal organotypic slice culture. Pregnant animals were anesthe-
tized with an intraperitoneal injection of chloral hydrate (7%; Sigma) or
killed by cerebral dislocation. Briefly, embryos were removed by cesarean
section, and their brains were placed into Petri dishes containing cold
PBS supplemented with glucose (30%; Sigma) and penicillin—streptomy-
cin (50 mg/ml; both from Invitrogen, San Diego, CA). The brains were
cut into 350—400 wm coronal slices using a tissue chopper (Mcllwain;
Campden Instruments, Leicester, UK), and slices were collected into 35
mm Petri dishes containing culture medium (MEM, 10% horse serum,
and 25 ug/mlinsulin). Meninges were removed gently, and hippocampal
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slices were prepared under a dissecting microscope, with the help of
micro-tweezers and a spatula. Hippocampal slices were cultivated onto
the membrane of Millicell-CM inserts (Millipore, Bedford, MA) in a
6-well plate containing 1 ml of culture medium per well, according to the
protocol developed by Stoppini et al. (1991), adapted to embryonic tis-
sues. Three to four hippocampal slices per inserts were arranged flat onto
the membrane, and the excess of culture medium was removed. The
6-well plates were kept for 1 d in vitro (DIV) at 37°C with 5% CO, and
95% air. During the first 2 h of the incubation period, BrdU (50 ng/ml;
Sigma) was added to the culture medium. After replacing the BrdU-
containing medium with fresh medium without BrdU, pharmacological
agents were added (see above).

Hippocampal organotypic slice coculture assay. Time pregnant E1I6-E17
GFP mice were killed by cerebral dislocation, the embryos were removed,
and hippocampal slices were prepared as described above. The slices were
plated onto the membrane of a Millicell-CM insert in 1 drop of medium,
allowing their gentle manipulations with the help of a thin spatula. Two
hippocampal slices, prepared from wild-type or GFP embryos of the
same littermates (or from age-related muncl8-1-deficient embryos),
were arranged flat, in very tight apposition at the level of the neuroepi-
thelium of the CA1 region (see Fig. 1 A for a schematic view of the cocul-
ture assay). The medium in excess was then removed, and the 6-well
plates were kept for 1 DIV at 37°C with 5% CO, and 95% air, in the
presence or in the absence of pharmacological agents.

The permissiveness of the host environment for migration was as-
sessed using various experimental conditions [i.e., homotypic (mice vs
mice, from the same littermates when possible) or heterotypic (mouse vs
rat), homochronic (age-related slices) or heterochronic slices], revealing
no differences in the amount and distribution of migrated cells. The
majority of coculture assays presented here were performed using homo-
typic, homochronic slices. Concerning the “hippocampal” specificity of
the migration substrate, fluorescent age-related cortical slices were cocul-
tivated with wild-type hippocampal slices. In this condition, cortical cells
migrated but failed to reach the pyramidal layer, suggesting that a hip-
pocampal environment is specific for a normal hippocampal cell
migration.

Electrophysiological recordings of migrating cells. Cocultured organo-
typic slices were placed in a recording chamber where they were fully
submerged and superfused at a flow rate of 2-3 ml/min with an oxygen-
ated artificial CSF of the following composition (in mm): 126 NaCl, 3.5
KCl, 2 CaCl,, 1.3 MgCl,, 25 NaHCO; 1.2 NaHPO,, and 10 glucose (95%
0, and 5% CO,, pH 7.4, 32-34°C). GFP migrating neuroblasts were
visualized with a fluorescent upright microscope (Axioscope; Zeiss,
Oberkochen, Germany) equipped with an appropriate filter and re-
corded using the patch-clamp technique in the whole-cell configuration.
Microelectrodes had a resistance of 8—10 M(Q) and were filled with a
solution containing either (in mm) 120 KCl, 10 KGlu, 0.1 CaCl,, 1.1
EGTA, 10 HEPES, 4 Mg?*"ATP, and 0.3 Na "GTP (KCl-filled pipette
electrode) or 120 CsGlu, 10 CsCl, 0.1 CaCl,, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 4
Mg?*ATP, and 0.3 Na "GTP, pH 7.25, 270-280 mOsm (CsGlu-filled
pipette electrode). In some experiments, rhodamine was added in the
pipette electrode. Whole-cell measurements in voltage-clamp or
current-clamp mode were filtered at 3 kHz using an EPC-9 amplifier
(HEKA Elektronik, Lambrecht/Pfalz, Germany). All data were digitized
(1-2 kHz) with a digidata (Molecular Devices, Union City, CA) interface
card to a personal computer.

BrdU incorporation into dividing cells. After undergoing their final di-
vision at the level of the neuroepithelium, postmitotic cells, presumptive
neuroblasts, start to migrate to reach their target layers. BrdU is incor-
porated into those dividing cells during the S phase of their cell cycle and
remains integrated into their DNA during their life span. Thus, BrdU
allows the monitoring of age-related postmitotic migrating cells, from
their birthplace to their target layer. The BrdU signal is, however, diluted
if the cells undergo additional rounds of division, being distributed to the
daughter cells.

BrdU was either administrated by an intraperitoneal injection of the
pregnant animals with 50 mg of BrdU per kilogram of body weight 2 h
before the preparation of the slices or applied in culture as described
above. When injections were performed in pregnant animals for birth-
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dating analysis (from E12 to E19), littermates were allowed to birth and
to survive until P7-P8 and P14-P15. They were then perfused intracar-
dially with the fixative solution (4% paraformaldehyde and 0.5% glutar-
aldehyde in PBS), and the brains were cut coronally with a vibratome
(Leica, Nussloch, Germany).

Immunohistochemistry on slices and sections. After 1 DIV, cultures were
fixed overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde and rinsed the next day.
Fixed sections were rinsed three times in PBS. All processing was the
same for both cases (cultures and sections) starting from this point. Slices
were permeabilized for 10 min at room temperature in PBS-Triton
X-100 (0.1%)—goat serum (5%). For BrdU staining, the permeabiliza-
tion step was followed with a 20 min incubation in PBS-HCI 2N at 45°C.
After permeabilization, slices were washed three times in PBS and incu-
bated overnight at room temperature with primary antibodies diluted in
PBS-Triton X-100 (0.1%)—goat serum (5%). The slices were rinsed three
times in PBS and incubated for 2 h at room temperature in appropriated
secondary antibodies, used separately for double immunolabeling. After
three final washes in PBS, slices were mounted on glass slides and cover-
slipped in Gel Mount (Biomedia, Foster City, CA).

Slices were examined on an Olympus Fluoview confocal microscope
using 20X and 40X objectives, and pictures were digitized in tiff format
using the built-in software Fluoview.

Imaging of living slices was performed on a Nikon Diaphot inverted
microscope equipped with a Nikon DXM1200F digital camera, and pic-
tures were digitized in tiff format using the built-in software Nikon
ACT-1.

Quantitative analysis of migrated cells and birthdating studies. Once
digitized, pictures were analyzed with Photoshop 7.0 (Adobe Systems,
Mountain View, CA) using custom-made methods and/or the analysis
software Image] 1.33d (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Slices containing BrdU-labeled cells or fluorescent mi-
grating neuroblasts were divided into two areas: (1) the “migration area,”
from the neuroepithelium to the stratum oriens, virtually containing
migrating cells; and (2) the “destination area,” the stratum pyramidale,
virtually containing cells that have reached their final destination. The
number of cells was quantified in each area and expressed as a percentage
of the total number of cells (=SEM). Data were then expressed as migra-
tion indices. The migration indices were calculated as the ratio between
the percentage of cells that reached the stratum pyramidale after 1 DIV
and the percentage of cells that were still in the migration area, with the
average of the control values being set to 10. For the monitoring of
age-related postmitotic migrating cells, only the round-shaped, heavy-
stained, BrdU+ cells were included in the analysis, virtually correspond-
ing to cells that underwent their final mitosis during the pulse of BrdU.

For fluorescent neuroblasts located in the migration area, the orienta-
tion of the leading processes was measured with respect to the “correct”
direction of radial migration (i.e., perpendicular to the interface between
the fluorescent and the nonfluorescent slice, linking the neuroepithelium
to the stratum pyramidale and corresponding to an angular deviation of
0°). In this analysis, the leading process is considered as a vector, origi-
nating from the center of the soma and pointing to the tip of the growth
cone. The angular deviation between the vector and the correct direction
of migration is then measured, and migrated cells are distributed into
three groups: (1) cells with leading process orientations that deviate from
0°to 70° of the correct direction of migration (these cells are referred to as
“well oriented” migrating neuroblasts); (2) cells with leading process
orientations that deviate from 70° to 110°% and (3) cells with leading
process orientations that deviate from 110° to 180°.

All quantitative analyses were performed using stereological methods.
The normality of the data distribution was checked using SigmaStat (Sys-
tat Software, Point Richmond, CA). Statistical analyses were performed
with Origin 7.0 (Origin Lab, Northampton, MA), and statistical signifi-
cance was assessed using the  test and ANOVA.

Results

The hippocampal organotypic slice coculture assay allows the
visualization of fluorescent migrating neuroblasts

Our first task was to design a preparation in which neurons can be
visualized when migrating and patch-clamp recorded to deter-
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mine the presence of functional receptors. For this purpose, we
designed a hippocampal organotypic slice coculture assay in
which E17-E18 hippocampal slices from GFP and wild-type mice
were cocultured in tight apposition at the level of the neuroepi-
thelium of the CAl region (see Materials and Methods) (Fig.
1A, B). The embryonic age was chosen after reevaluation of the
period of genesis of CAl pyramidal cells in mice using BrdU
(which goes from E14 to E18) (see supplemental data and Figs.
S1A and S1B, available at www.jneurosci.org as supplemental
material). Under this condition, many GFP cells generated in the
germinal layer of the CA1 region (i.e., the neuroepithelium) exit
the GFP donor slice to migrate onto the nonfluorescent host slice.
After 1 DIV, many fluorescent cells had migrated onto the wild-
type slice, and some of them had reached the stratum pyramidale
(Fig. 1C). These cells already expressed neuronal markers such as
MAP2 (24.18 =+ 3.12%, 149 of 649 cells) (Fig. 1 D) or BIII-tubulin
(32.54 * 0.67%, 219 of 678 cells) (Fig. 1 D) but not glial markers
(GFAP; data not shown). Thus, the majority of fluorescent mi-
grating cells were migrating neuroblasts expressing neuronal, but
not glial, markers. These migrating neuroblasts were presump-
tive young CA1 pyramidal cells regarding their age of genesis (see
supplemental data and Figs. SIA and S1B, available at www.
jneurosci.org as supplemental material) and the absence of
GABA immunoreactivity in virtually all GFP-positive cells (Fig.
1E). In addition, most of these neuroblasts (72.99%, 916 cells, 24
experiments) migrated with a minimal deviation to their correct
direction of migration according to the orientation of the leading
processes (mean deviation, 30.21 *= 0.59°% see Materials and
Methods). These migrating cells were referred to as well oriented
migrating neuroblasts.

Migrating neuroblasts express functional GABA,, and

NMDA receptors

Parallel immunocytochemical experiments (Fig. 2) showed that
migrating neuroblasts were immunoreactive to NMDA (Fig.
2A-C,NR1) and GABA, (Fig. 2 D-F) receptors, suggesting that
they could respond to ambient transmitters released from adja-
cent structures (see supplemental data and Fig. S1C, available at
www.jneurosci.org as supplemental material). To determine the
functionality of these receptors, we performed electrophysiolog-
ical experiments in which migrating neuroblasts in the coculture
assay were patch-clamp recorded after 1 DIV (Fig. 2G). Only the
well oriented migrating neuroblasts were included in the electro-
physiological analysis. These migrating cells had a mean capaci-
tance of 6.0 = 0.3 pF (n = 25), a resting membrane potential of
—47 = 8 mV (measured with a KCl-filled electrode; n = 6), and
an input resistance of 3.3 £ 1.8 G() (n = 6). In some neuroblasts
(4 0f 10), a depolarizing pulse evoked a small action potential (or
spikelet) of 10—20 mV amplitude (Fig. 2 H), generated at a mem-
brane threshold approximately —30 mV, suggesting that some of
these cells are potentially excitable. We then determined whether
these cells expressed functional GABA and glutamate receptors.
Bath application of GABA (100 uM; n = 2) or isoguvacine (10
uM; n = 7), specific agonists of GABA , receptors, generated cur-
rents [37 = 2 pA (n = 2) or 49 = 12 pA (n = 6 of 7 cells),
respectively] (Fig. 21I). These currents were blocked by bicucul-
line (20 uMm), a specific antagonist of GABA, receptors (Fig. 21).
Bath application of glutamate (100 um; n = 4) also generated a
current of 20 = 17 pA. In addition, NMDA (30-100 uM) gener-
ated currents of 54 = 14 pA in 6 of 12 migrating cells (Fig. 21).
These currents were not observed when 50 um D-APV (specific
competitive antagonist of NMDA receptors) was coapplied with
NMDA. Bath application of 3-30 um AMPA (agonist of
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Figure 1.
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WT slice

Migrating neuroblasts in the hippocampal organotypic slice coculture assay. 4, Left, Diagram depicting the two hippocampal organotypic slices as they are arranged in the coculture

assay. The two slices, the fluorescent donor slice and the nonfluorescent host slice, are plated in very tight apposition one relative to another, at the level of the neuroepithelium of the CA1 region.
Right, Higher magnification of the square shown in the left panel. Fluorescent (GFP) migrating neuroblasts, originated in the neuroepithelium of the GFP slice (GFP ne), are migrating onto the
nonfluorescent slice to reach the stratum pyramidale (s. pyr.), crossing the migration area [i.e., the neuroepithelium of the nonfluorescent slice (WT ne) and the future stratum oriens (s. or.)]. s.rad.,
stratum radiatum. B, Images of living cocultivated hippocampal slices, as they appear 1 h after plating onto the membrane of a Millicell-CM insert, in light transmission (left) and under UV light
(right). The borders of the nonfluorescent slice are shown in white. ¢, Immunostaining of E17 slices cocultured for 1 DIV showing migrating neuroblasts double-labeled with antibodies against GFP
(green) and SllI-tubulin (red). Most neuroblasts originated in the fluorescent slice (GFP slice) are migrating radially onto the nonfluorescent slice (WT slice) toward the s. pyr., crossing the future s.
or. ne, Neuroepithelium. D, Immunostaining of E17 slices cocultured for 1 DIV, showing migrating neuroblasts at larger magnification, double-labeled with antibodies against GFP (green; top) and
Blil-tubulin (red; left middle) or MAP2 (red; right middle). Green and red channels are merged in bottom panels. Migrating neuroblasts are either monopolar with a single leading process or bipolar
with a branched leading process (white arrowhead in the left top panel). They often display a short trailing process (gray arrowhead in the right top panel). Lamellipodia are distinguishable at the
tip of the leading process (white arrows in the top panels), and few filopodia are often present along the process (gray arrows in the left top panel). £, Inmunostaining of E17 slices cocultured for
1DIV, showing GFP-positive migrating neuroblasts (green; left) and GABA-positive fibers (red; middle). Virtually all GFP-positive migrating neuroblasts areimmunonegative to GABA (merged green

and red channels on the right panel). Scale bars: €, 50 m; D, 10 wm; E, 25 wm.

AMPA/KA receptors) failed to evoke any currents in all migrating
neuroblasts recorded (mean capacitance, 5.5 = 0.6 pF; n = 4),
suggesting that those cells do not express functional AMPA/KA
receptors. When agonists for NMDA and GABA , receptors were
sequentially applied, GABA- but not NMDA-evoked currents
were observed in 4 of 10 cells, GABA- and NMDA-evoked cur-
rents were observed in 5 of 10 cells, and only NMDA-evoked
currents were observed in only 1 of 10 cells. These data suggest
that the majority of migrating neuroblasts expressed GABA, re-
ceptors (9 of 10 cells) and only a subset coexpressed NMDA
receptors (5 of 10 cells). Therefore, functional GABA , receptors
predominate in that they are present in almost all migrating
neuroblasts.

As illustrated in our previous report, ambient GABA can ac-
tivate maturing pyramidal cells in a tonic manner (Demarque et
al., 2002). We therefore investigated whether migrating neuro-

blasts were also tonically activated by ambient GABA. When spe-
cific antagonists of the GABA , receptors (20 um bicuculline plus
100 uM picrotoxin) were coapplied, a current associated with a
decrease in the basal noise was unmasked in some migrating cells
(2 of 10 cells) (Fig. 2]). The addition of glutamate receptor an-
tagonists failed to generate any current. This suggests that ambi-
ent GABA can activate migrating neuroblasts in a tonic manner.
However, only a subset of them would be concerned or alterna-
tively would be tonically activated only during a transient period
of their journey to the pyramidal cell layer.

GABA , and NMDA receptor antagonists perturb neuronal
migration in the coculture assay

To determine the role of GABA and glutamate on migration, we
tested the effects of the treatments with antagonists of the recep-
tors functionally expressed by migrating neuroblasts (i.e., antag-
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Figure2. Receptor expression and electrophysiological properties of migrating neuroblasts. A-C, Inmunostaining of an E17 slice cocultured for 1 DIV showing a migrating neuroblast double-
labeled with antibodies against GFP (green; A and top panels in Band €) and NR1 subunit of the NMDA receptor (red; A and middle panelsin B and €). Squares surrounding the soma and the tip of
the leading process are shown enlarged in B and C. Green and red channels are merged in the bottom panels in Band €. D—F, Inmunostaining of E17 slices cocultured for 1 DIV showing a migrating
neuroblast double-labeled with antibodies against GFP (green; D and top panels in £ and F) and GABA, receptor (red; D and middle panels in £ and F). Squares surrounding the soma and the tip of
the leading process are shown enlarged in Eand F. Green and red channels are merged in the bottom panels in E and F. G, Photomicrograph of a GFP-positive migrating neuroblast recorded with
a pipette filled with rhodamine. Left, GFP-positive neuroblast originated into the fluorescent slice (GFP slice) migrating onto the nonfluorescent hippocampal slice (WT slice). The arrow points the
leading process, and the arrowhead points to the trailing process. Middle, The same neuroblast shown in light transmission (Light Transm.), impaled with the patch pipette. Right, The same
neuroblast filled with rhodamine (Rhod.). H, Spikelet evoked by depolarizing pulses applied to a migrating neuroblast recorded with a KCl-filled pipette solution. The capacitance of the cell was 10
pF. The spikelet (indicated with an asterisk and shown at lower time scale on the right) is evoked at a membrane potential of —25 mV. /, Currents mediated by bath application of NMDA and
isoguvacine and recorded at 30 mVin the same cell (C,.,, 6 pF) with a CsGlu-filled pipette solution. Both receptor-mediated currents are blocked by their respective antagonists. J, Migrating neuroblast
(C,v 3 pF) recorded at 30 mV with a CsGlu-filled pipette solution. Bath application of GABA, receptor antagonists generates an inward current associated with a decrease of the basal noise.
Depolarizing pulses (5mV, 10 ms, applied every 10) show that these effects are not associated with changes in the serial resistance. The bottom traces show representative responses to the current
pulse before (a) and at the plateau (b) of the tonic current. Scale bars: 4, D, 20 um; B, E, 5 uwm; C, F, 2 um; G, 10 m.






4760 - ). Neurosci., May 11, 2005 + 25(19):4755- 4765

onists of GABA, and NMDA receptors).
Cells in the hippocampal organotypic
slices coculture assay were allowed to mi-
grate in a culture medium supplemented
with pharmacological agents. After 1 DIV,
migrated cells were quantified, and results
were expressed as migration indices (see
Materials and Methods). After 1 DIV in
the presence of 10 um MK801, an antago-
nist of the NMDA receptors, the migration
index was reduced by 2.8 units (from
10.05 £ 0.87 in the control condition to
7.19 £ 1.25 after MK801; p = 0.090; six
experiments; 298 cells). After 1 DIV in the
presence of 50 uMm bicuculline, an antago-
nist of the GABA , receptors, the migration
index was reduced by 3.1 units (from
10.05 £ 0.87 in the control condition to
6.92 = 0.68 after bicuculline; p = 0.018; six
experiments; 419 cells).

We also investigated the morphological
characteristics of migrating neuroblasts
located in the migration area (i.e., from the
neuroepithelium to the stratum oriens).
We first examined the orientation of the
leading processes, considering this orien-
tation as an index of the direction of mi-
gration (see Materials and Methods) (Fig.
3A). There were no significant differences
between groups (control slices, MK801-
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Figure 3.  Treatment with receptor antagonists affects the length of the leading processes of migrating neuroblasts without
affecting their orientation. A, The orientation of the leading processes is evaluated with respect to the correct direction of
migration (corresponding to an angular deviation of 0°). Migrating neuroblasts located in the migration area [i.e., the neuroep-
ithelium (ne) and the stratum oriens (s. or.)] and on their way to the stratum pyramidale (s. pyr.) are distributed into three groups,
depending on their leading processes orientation: (1) cells with leading process orientations that deviate from 0° to 70° of the
correct direction of migration; (2) cells with leading process orientations that deviate from 70° to 110° and (3) cells with leading
process orientations that deviate from 110° to 180°. Six reconstructed migrating neuroblasts are shown (2 per group). B, Distri-
bution of the migrated cells into the three groups explained in 4, after culture for 1 DIV in the absence of any treatment, in the
presence of MK801, or in the presence of bicuculline. The number of experiments is given in parentheses. C, Length of the leading
processes evaluated after 1 DIV in the absence of any treatment, in the presence of MK801, or in the presence of bicuculline. Data
are expressed as = SEM, and the number of experiments is given in parentheses. *p << 0.005; **p << 0.001. D, Length of the
leading processes evaluated after 1 DIV in the absence of any treatment, in the presence of MK801, or in the presence of
bicuculline. Sixteen reconstructed migrating neuroblasts are shown per condition. The distance between the gray horizontal bars
is 50 wm. CTRL, Control, absence of any treatment; BICU, bicuculline.

treated slices, and bicuculline-treated

slices), with the majority of cells (on aver-

age, 73.02 = 4.32% for the three conditions) (Fig. 3B) migrating
with a minimal deviation from the correct direction of migration
(the majority of cells for the three conditions migrated with a
mean deviation of 30.65 % 0.93°). We then measured the length
of the leading processes after treatment with MK801 and bicucul-
line. We noticed a significant reduction in the length of the lead-
ing processes, after 1 DIV in the presence of MK801 (49.64 = 1.20
pm; p = 0.004; 8 experiments; 418 cells) (Fig. 3C,D) and after 1
DIV in the presence of bicuculline (46.09 = 1.08 wm; p = 3.50E-
08; 8 experiments; 404 cells) (Fig. 3C,D), compared with the
control condition (53.46 = 0.68 wm; 24 experiments; 1182 cells)
(Fig. 3C,D).

Thus, antagonizing the effects of GABA and glutamate im-
paired neuronal migration in the coculture assay, affecting the
length of the leading processes but without affecting the orienta-
tion of the migration, suggesting a motility defect rather than a
guidance deficit. However, the amplitude of the effects of treat-
ments with antagonists was slightly blurred by the fact that mi-
grating neuroblasts in the coculture assay are likely to represent a
heterogeneous population of cells, being generated at different
time periods, resulting in successive waves of migration. To be
able to investigate the effect of antagonist application on a single
age-related population of migrating cells, we shifted to label
premigratory cells by using BrdU incorporation into dividing
cells on isolated hippocampal organotypic slices.

GABA , and NMDA receptor antagonists perturb the
migration of BrdU-labeled cells in hippocampal organotypic
slices culture

The effects of the application of receptor antagonists were evalu-
ated on a population of age-related premigratory cells labeled

with BrdU. Cells in isolated hippocampal organotypic slices were
pulse-labeled with BrdU for 2 h and allowed to migrate in a
culture medium supplemented with pharmacological agents. Af-
ter 1 DIV, BrdU-labeled migrating cells were quantified, and the
results are shown in Fig. 4, as explained previously. Under these
conditions, we were able to investigate the migration of a virtually
unique and homogenous wave of BrdU+ migrating cells, those
generated during the pulse of BrdU. The migration of this ho-
mogenous population of cells was then only influenced by factors
(and supplemental pharmacological agents) that were present in
their own environment. After 1 DIV in the presence of 10 um
MKS801, the migration index was reduced by 8 units (from
10.00 = 2.09 in the control condition to 1.96 * 0.26 after MK801;
p = 0.0003; 12 experiments; 1519 cells) (Fig. 4 B). After 1 DIV in
the presence of 50 um bicuculline, the migration index was re-
duced by 9 units (from 10.00 = 2.09 in the control condition to
1.15 = 0.26 after bicuculline; p = 0.0002; 11 experiments; 1129
cells) (Fig. 4 B). Importantly, the pharmacological treatments had
no effects on the total number of BrdU-labeled cells (data not
shown), suggesting that the proliferation rate and cell survival
were not affected by the treatments. Thus, antagonizing the ef-
fects of GABA and glutamate acting through GABA , and NMDA
receptors, respectively, reduced the number of neuroblasts that
migrated to their correct target layer. We next investigated
whether a nonconventional SNARE-independent release of
transmitters mediates these effects (Demarque et al., 2002).

Hippocampal cytoarchitecture and receptor expression are
not altered in munc18-1 mice

In agreement with a previous study (Verhage et al., 2000), the
general architecture of the cortex was not altered in munc18-1
KO mice. Thus, in E17 hippocampal slices from munc18-1 mu-
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Figure 4.  GABA, and NMDA receptor antagonists prevent the BrdU-labeled cells from mi-
grating to the stratum pyramidale in hippocampal organotypic lice culture. 4, Immunostaining
for BrdU on hippocampal organotypic slices cultured for 1 DIV without any treatment (control
condition; left), in the presence of 10 wm MK801 (middle), and in the presence of 50 um
bicuculline (right). In the absence of any treatment, the majority of BrdU+ cells after 1 DIV has
migrated to settle into the stratum pyramidale (s. pyr.). After 1DIV, in the presence of MK801 or
bicuculline, BrdU+ cells that have failed to migrate are mainly distributed into the migration
area [i.e., neuroepithelium (ne)/stratum oriens (s. or.)]. Scale bar, 20 wm. B, Histogram show-
ing the migration indices obtained after treatment for 1 DIV with 10 zm MK801 or 50 um
bicuculline compared with the untreated control condition. The migration indices are expressed
(== SEM) as the ratio between the percentage of cells that reached the stratum pyramidale after
1DIV and the percentage of cells that were still in the migration area (i.e., from the neuroepi-
thelium to the stratum oriens), with the average of the control values being set to 10. **p <
0.001. The number of experiments is given in parentheses. CTRL, Control; BICU, bicuculline.

tant mice, the CA1 pyramidal layer was not different from con-
trols (Fig. 5). Furthermore, few pyramidal cells already displayed
a MAP2-positive short apical dendrite (Fig. 5C,D, insets), sug-
gesting that the apical dendrite outgrowth would not require the
vesicular secretion of transmitters. Moreover, there was no obvi-
ous difference in receptor expression in the mutant compared
with the wild type. The NR1 subunit of the NMDA receptors was
present throughout the strata oriens and pyramidale (Fig. 5A, B),
mainly expressed around the soma (Fig. 5A,B, insets). The
GluR2/3 subunits of the AMPA receptors and the GABA , recep-
tors (Fig. 5C—F) were also present on cells located in the stratum
oriens and in the stratum pyramidale. These receptors were
mainly somatic and, when present, were also detected on apical
dendrites (Fig. 5, insets). Because receptor expression and orga-
nization of the pyramidal layer were not impaired in the absence
of vesicular secretion of transmitters, we then investigated
whether neuronal migration is affected.
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GluR2/3
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Figure 5. Receptor expression and hippocampal cytoarchitecture in munc18-1 mutants
mice versus wild-type mice at late prenatal stages. A, B, Inmunostaining for the NR subunit of
the NMDA receptor on E17 hippocampal sections, revealing no striking differences in the NR1
subunit expression throughout the stratum oriens and the stratum pyramidale of the CA1 re-
gion, in the wild-type mice compared with the munc18-1 mutant mice. Insets, Higher magni-
fication revealing a mainly somatic (asterisks) expression of the NRT subunits in both groups. C,
D, Immunostaining for the GluR2/3 subunit of the AMPA receptor on E17 hippocampal sections,
showing similar GluR2/3 subunit expression throughout the strata oriens and pyramidale of the
CA1 region, in the wild-type mice compared with the munc18-1 mutant mice. Insets, Higher
magnification of double immunostaining for the GluR2/3 subunit of the AMPA receptor (green)
and for MAP2 (red) showing in few pyramidal cells the presence of a short apical dendrite
(arrows), decorated with GIuR2/3 subunits. The asterisks indicate cell nuclei. £, F, Inmunostain-
ing for the GABA, receptor on E17 hippocampal sections, illustrating the absence of any striking
difference in the GABA, subunit expression throughout the strata oriens, radiatum, and pyra-
midale of the CAT region, in the wild-type mice compared with the munc18-1 mutant mice.
Insets, Higher magpnification showing a mainly somatic expression of the GABA, receptors in
both groups. The asterisks indicate cell nuclei, and arrows indicate apical dendrites. Scale bars:
20 pm; insets, 10 wm. s. or., Stratum oriens; s. pyr., stratum pyramidale; s. rad., stratum
radiatum.

Using BrdU incorporation on isolated hippocampal organo-
typic slices, we found no significant difference in the total num-
ber of BrdU+ migrated cells in wild-type slices (118.67 * 31.69
BrdU+ migrated cells; nine experiments) compared with
muncl8-1slices (146.33 £ 13.65 BrdU + migrated cells; p = 0.18;
three experiments). Furthermore, the amount of BrdU+ mi-
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grated cells in the stratum pyramidale of the wild type (99.55 *
8.58 BrdU+ migrated cells in the stratum pyramidale; nine ex-
periments) was not significantly different from the mutant (70 =
25.16 BrdU+ migrated cells in the stratum pyramidale; p = 0.17;
three experiments). These observations suggest that neuronal
migration is not affected by the absence of vesicular secretion of
transmitters. Because transmitters are released by a SNARE-
independent mechanism in these neurons (Demarque et al.,
2002), we tested whether the effects of GABA and NMDA on
neuronal migration persist in munc18-1-deficient mice.

The effects of GABA , and NMDA receptor antagonists

persist in hippocampal organotypic slices from munc18-1
mutant mice

We investigated the effects of treatments with antagonists of the
GABA, and the NMDA receptors on neuronal migration in the
absence of transmitter secretion through synaptic vesicles in
muncl8-1 mutant mice. To quantify the effects of the application
of receptor antagonists, we performed BrdU incorporation on
isolated hippocampal organotypic slices from munc18-1 mutant
mice (Fig. 6). On isolated slices as investigated here, we were able
to study the impact of the absence of vesicular secretion of trans-
mitters on migration, what could not have been possible on
cocultivated slices, in which SNARE-dependent mechanisms
could have been present in the GFP donor slice and in the GFP
migrating cells. After 1 DIV in the presence of 10 um MK801, an
antagonist of the NMDA receptors, the migration index was re-
duced by 7 units (from 10.01 = 3.45 in the control condition to
2.86 * 1.54 after MK801; eight experiments; 1385 cells) (Fig. 6 B).
However, this effect was not significant ( p = 0.053) because of a
relative variability of the data, and we could not exclude that part
of the glutamate involved in the modulation of cell migration
may have a vesicular origin. After 1 DIV in the presence of 50 um
bicuculline, an antagonist of the GABA , receptors, the migration
index was reduced by 9 units (from 10.01 * 3.45 in the control
condition to 0.82 % 0.20 after bicuculline; p = 0.002; seven ex-
periments; 1314 cells) (Fig. 6 B). Thus, in the absence of vesicular
release of transmitters through SNARE-dependent mechanisms,
neuronal migration occurred but was impaired when cells were
allowed to migrate in a medium supplemented with antagonists
of receptors to the transmitters. This indicates that the activation
of mainly GABA, receptors by endogenous transmitters still oc-
curs in muncl18-1-deficient mice and is involved in the modula-
tion of CAl pyramidal cell migration. This also suggests that
transmitters (and mainly GABA) released independently of the
SNARE machinery are able to modulate neuronal migration in a
paracrine manner.

Discussion

Our results suggest that the release of GABA and glutamate
through unconventional SNARE-independent mechanisms
modulate neuronal migration. This is based on experiments
showing that: (1) receptors to the transmitters GABA and gluta-
mate are present in the migration area and are functional on
migrating neuroblasts; (2) treatments with antagonists of the
GABA, and the NMDA receptors strongly impair neuronal mi-
gration in our models; (3) neuronal migration and construction
of the stratum pyramidale are normal in the absence of SNARE-
dependent vesicular secretion of transmitters in muncl8-1 mu-
tant mice; and (4) the effects of treatments with antagonists per-
sist in munc18-1 mutant mice. Therefore, the early expression of
receptors in neurons that bear no functional synapses enables a
modulation of migration by endogenous GABA and glutamate,
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Figure 6.  GABA, and NMDA receptor antagonists impaired the migration of BrdU-labeled
cellsin hippocampal organotypic lice culture from munc18-1 mutant mice. 4, Inmunostaining
for BrdU on hippocampal organotypic slices from munc18-1 mutant mice cultured for 1 DIV
without any treatment [control condition (munc); left ], in the presence of 10 wm MK801
(middle), and in the presence of 50 wm bicuculline (right). In the absence of any treatment in
munc18-1 hippocampal slices, the BrdU+ cells after 1 DIV are distributed partly into the mi-
gration area [i.e., neuroepithelium (ne)/stratum oriens (s. or.)] and partly into the stratum
pyramidale (s. pyr.). After 1 DIVin the presence of MK801and to a greater extent in the presence
of bicuculline, BrdU+ cells that have failed to migrate are distributed into the migration area.
Scale bar, 20 wm. B, Histogram showing the migration indices obtained after treatment for 1
DIV with 10 m MK801 or 50 um bicuculline compared with the untreated control (munc)
condition in hippocampal organotypic slice cultures from munc18-1 mutant mice. The migra-
tionindices are expressed (= SEM) as the ratio between the percentage of cells that reached the
stratum pyramidale after 1 DIV and the percentage of cells that were still in the migration area
(i.e., from the neuroepithelium to the stratum oriens), with the average of the control values
being set to 10. ’p << 0.01. The number of experiments is given in parentheses. CTRL, Control;
BICU, bicuculline.

possibly providing a mechanism for the activity-dependent reg-
ulation of brain development. Also, because these actions are not
dependent on conventional vesicular release of transmitters,
other mechanisms yet to be determined may control the presence
and diffusion of transmitters in the extracellular space.

Paracrine transmitters?

Transmitters have been shown to play a crucial role in the mod-
ulation of brain construction, from the regulation of prolifera-
tion and migration to the modulation of differentiation and sur-
vival (Nguyen et al., 2001), acting in that sense as environmental
(or epigenetic) factors. However, the mode of action of these
transmitters and their mode of secretion are completely un-
known. In our previous study (Demarque et al., 2002), we re-
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ported the presence of a paracrine mode of intercellular commu-
nication through transmitters in the developing hippocampus, at
a stage in which synapses are absent. This paracrine communica-
tion is based on the activation of receptors present in cells that
have no synapses, by endogenous transmitters released through
calcium- and SNARE-independent mechanisms (Demarque et
al., 2002). Here, we demonstrate that the transmitters involved in
this paracrine nonsynaptic mode of communication may be re-
sponsible of the modulation of neuronal migration, thus con-
firming that paracrine transmitters influence brain construction.
This study shed new light on the results of the numerous studies
investigating the modulatory role played by the transmitters dur-
ing CNS development (Komuro and Rakic, 1993; Behar et al,,
1998, 1999, 2000, 2001; Fueshko et al., 1998; Hirai et al., 1999;
Bless et al., 2000; Simonian and Herbison, 2001; Kihara et al.,
2002; Lopez-Bendito et al., 2003). As suggested by Owens and
Kriegstein (2002), one could hypothesize that the modulation of
neuronal migration by transmitters in those previous studies
might be mediated exclusively by a nonvesicular release.

These paracrine transmitters have a nonvesicular (or SNARE-
independent) origin, but the exact origin and mode of secretion
of these transmitters remains to be investigated. One could hy-
pothesize that transmitters might be released either from more
mature neurons in the vicinity of migrating neuroblasts and/or at
the level of the target fields, or from glial cells (i.e., astrocytes or
radial glial cells), or alternatively from migrating neuroblasts
themselves [i.e., in an autocrine/paracrine manner (Bolteus and
Bordey, 2004)]. The mode of secretion is also unknown, but we
could suggest that transmitters might be released either through
exchangers (Warr et al., 1999), gap junction hemichannels (Co-
trina et al., 1998; Ye et al., 2003), ATP receptors (Wang et al.,
2002; Duan et al., 2003), or volume-sensitive chloride channels
(Kimelberg et al., 1990; Pasantes-Morales et al., 1994; Mongin
and Kimelberg, 2002).

Paracrine transmitters as developmental signals

An increasing amount of evidences, including those provided in
our study, suggest that transmitters act as developmental signals
(Nguyen et al., 2001;0wens and Kriegstein, 2002). These “infor-
mative” transmitters may establish morphogenetic gradients that
guide migrating neuroblasts to their target fields (i.e., positional
signaling), or create a permissive substrate for migration, giving
to the neuroblasts the conditions required for motility, or a com-
bination of both. Transmitters may also establish and maintain a
level of activity adequate for migrating neuroblasts to respond to
the “classical” guidance cues. In addition, transmitters could
stimulate the secretion of these guidance cues from surrounding
cells, glial cells (astrocytes or radial glial cells) or more mature
neurons, present along the migrating pathway and/or at the level
of the target field. A “guiding action” of transmitters is unlikely
because the leading process orientation (considered as an index
of the direction of migration) is unaffected after treatments with
antagonists in our study. However, we measured the leading pro-
cess orientation of migrating neuroblasts “freezed” in the posi-
tion they had just before fixation, bypassing the fact that the
leading process is a highly dynamic structure. Additional studies,
more dynamic (i.e., time-lapse high-power microscopy), are re-
quired and in process to answer that question. Interestingly, a
study by Zheng et al. (1996) reported a turning response of the
growth cones of Xenopus spinal neurons submitted to glutamate
application, the turning response being blocked by the NMDA
receptor antagonist AP-5. A “motility-promoting action” of
transmitters is more likely, because the activation of the iono-
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tropic receptors by transmitters has been shown to evoke calcium
influxes. This is the case for the activation of the NMDA recep-
tors, coupled with a calcium conductance, as well as for the
GABA,, receptors, the activation of which in young postnatal
hippocampal pyramidal cells and interneurons has been shown
to induce intracellular calcium rise (Leinekugel et al., 1995). Fur-
thermore, activation of GABA, and NMDA receptors in tangen-
tially migrating interneurons has been shown to induce intracel-
lular calcium rise (Soria and Valdeolmillos, 2002). The same
group, however, showed recently that the intracellular calcium
rise induced by pressure application of kainate, NMDA, or mus-
cimol did not elicit motility (Moya and Valdeolmillos, 2004).
These results are quite contradictory to the studies conducted by
Komuro and Rakic (1998) and more recently by Kumada and
Komuro (2004), which have demonstrated a tight correlation
between calcium rise and motility in neurons migrating in the
cerebellum, both being importantly decreased after blockade of
NMDA receptors. Calcium orchestrated the dynamic of the cy-
toskeleton: the assembly of the microtubules (Rakic et al., 1996)
as well as the assembly of the actin network (Rivas and Hatten,
1995). In that respect, the reduction in the length of the leading
process observed after treatment with receptor antagonists in our
study might be one of the consequences of a cystoskeleton
disruption.

It would be interesting to investigate the response of migrating
neuroblasts to transmitters as a function of their migratory status
(i.e., resting cells vs actively migrating cells). We postulate that
the morphologies of the migrating neuroblasts (orientation,
length, and branching of their leading processes), as well as their
responses to the transmitters would vary along their journey.
Interestingly, we found a tonic activation of GABA, receptors in
only 20% of assayed cells. Similar tonic GABA ,-generated cur-
rents have been observed in many cell types [including very im-
mature CAl pyramidal cells (Demarque et al., 2002)]. They
might control neuronal excitability and information processing
(Semyanov et al., 2004) and eventually contribute to modulate
the motility of migrating neuroblasts.

To play a developmental role, paracrine transmitters should
be able to diffuse into the extracellular space. This diffusion is
allowed by the presence of a large, non-cohesive, extracellular
space and a relative immaturity of the reuptake mechanisms,
both creating the adequate conditions for a long-distance com-
munication. Indeed, in the hippocampus, only glutamate trans-
porters, but not the main GABA transporter GAT-1, contribute
to the clearance of transmitters at birth (Demarque et al., 2002).
This difference in the maturation of GABA transporters could
explain the greater impact of the treatments with GABAergic
antagonists in our study compared with glutamatergic antago-
nists. In addition, the difference in the functional expression of
ionotropic receptors on migrating neuroblasts, as described in
the present study, with the majority of cells expressing GABA
receptors argues in the same direction. This is in favor of a central
role played by GABA as the key excitatory transmitter in devel-
oping brains (Represa and Ben-Ari, 2005). Other subtypes of
GABA receptors such as GABAg might be involved in the modu-
lation of migration in our model, as is the case for tangentially
migrating interneurons (Lopez-Bendito et al., 2003). A role for
GABAj, receptors in the hippocampus is unlikely, because Ga-
iarsa et al. (1995) showed that postsynaptic GABA receptors are
absent or not functional during the first postnatal days in this
structure.

In a more general perspective, it may be proposed that para-
crine SNARE-independent transmitters contribute to modulate
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not only cell migration but also proliferation, neuronal matura-
tion, and synaptogenesis. Thus, munc18-1 KO mice displayed a
quite normal maturation of dendrites [MAP2 immunopositive
(Demarque et al., 2002)] (Fig. 5), and ultrastructural analysis
revealed that null mutants develop apparently normal synaptic
structures (Verhage et al., 2000). However, spontaneous activity
has been shown to result in calcium transients and to be critical
for neurite outgrowth and pathfinding (Spitzer et al., 2000; Cic-
colini et al., 2003; Tang et al., 2003). We therefore propose that
paracrine SNARE-independent neurotransmitters contribute to
this activity and modulate neuronal maturation.

In conclusion, together our data show that paracrine trans-
mitters, glutamate and mainly GABA, act as crucial modulatory
players of the brain construction. These paracrine transmitters
are released independently of the conventional SNARE-
dependent mode of secretion and mediate their effects through
the activation of GABA, and NMDA receptors. Because many
pharmacological agents are likely to exert an influence on several
neurotransmission systems during pregnancy, drug therapy dur-
ing this period should be tightly controlled to avoid brain con-
struction defects.
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Annex supplementary data

CA1 pyramidal cells are generated in an inside-out fashion between E14 and E18
in mice and receptors to glutamate and GABA are detected in the migration area
at late prenatal stage.

Earlier studies using *H-thymidine (Stanfield and Cowan, 1979) suggested that
pyramidal cells are generated in mice between E14 and E16. To determine an
adequate stage for our studies, we performed a serie of BrdU injections in
pregnant mice, from E12 to E19, littermates being sacrificed and perfused at P7-
8 and P14-P15. Stereological analysis of BrdU-positive pyramidal cells in the CA1
region revealed for both ages of sacrifice the presence of a peak of genesis at
E14 (6.97 + 0.08 cells / mm?® when sacrificed at P7-8 and 6.34 + 1.18 cells / mm?®
when sacrificed at P14-15, 3 animals and 9 sections per age, FigS1A), followed
by a plateau (from E15 to E18, on average 4.47 + 0.28 cells / mm® when
sacrificed at P7-8 and 2.93 + 0.64 cells / mm?® when sacrificed at P14-15, 3
animals and 9 sections per age, FigS1A). The genesis started around E12-E13,
with very few cells (on average 1.69 + 0.21 cells / mm?® when sacrificed at P7-8
and 0.68 + 0.31 cells / mm® when sacrificed at P14-15, 3 animals and 9 sections
per age, FigS1A) being generated at this period and stopped at E19, with
virtually no cells, or very few, being detected at this time (1.93 = 1.62 cells /
mm? when sacrificed at P7-8 and 0.19 + 0.01 cells / mm? when sacrificed at P14-
15, 3 animals and 9 sections per age, FigS1A). All BrdU-positive cells in the
pyramidal layer were GFAP- and GABA-negative (data not shown). We also
confirmed that CA1 pyramidal cells are generated in an inside-out fashion, with
the early-born cells being devoted to the deepest part of the pyramidal layer (i.e.
close to the stratum oriens) and the late-born cells being devoted to the most
superficial part of the pyramidal layer (i.e. close to the stratum radiatum)
(FigS1B). Therefore, there is a more prolonged period of genesis of CAl
pyramidal neurons than previously thought. We decided to investigate the role of
transmitters in CA1 pyramidal cells migration at late prenatal stages (E17-E18),
when the pyramidal layer is already discernable and young pyramidal neurons
are still being generated and migrating.

Previous studies have revealed the presence of mMRNAs of the GABA, receptor
subunits at the level of the cortical and hippocampal neuroepithelium by E15
(Poulter et al., 1992 ; Poulter et al., 1993). In neocortical structures, GABAergic
(GABA,) and glutamatergic (AMPA / KA) receptors are present at the level of the
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Figure S1: Birthdating analysis of CA1 pyramidal cells and receptors expression
in the migration area.
(A) Histograms showing the number of BrdU-positive cells per mm?, detected into the
stratum pyramidale of the CA1l region of P7-8 and P14-15 animals, after single BrdU
injection during embryonic development from E12 to E19. Each data point represents
mean + SEM (3 animals and 9 sections per age). (B) Immunostaining for BrdU on
hippocampal sections, revealing the inside-out construction of the stratum pyramidale (s.
pyr.). Top left panel: animal injected at E12 and perfused at P7-8. The BrdU-positive
cells are located into the deepest part of the stratum pyramidale, close to the stratum
oriens (s. or.). Top right panel: animal injected at E12 and perfused at P14-15. The
BrdU-positive cells are located into the deepest part of the stratum pyramidale, close to
the stratum oriens. Bottom left panel: animal injected at E18 and perfused at P7-8. The
BrdU-positive cells are located into the superficial part of the stratum pyramidale, close
to the stratum radiatum (s. rad.). Bottom right panel: animal injected at E18 and
perfused at P14-15. The BrdU-positive cells are located into the superficial part of the
stratum pyramidale, close to the stratum radiatum. Scale bar: 10 pum. (C)
Immunostaining of E18 hippocampal sections, revealing the presence of the GIuR2/3
subunits of the AMPA receptor (left panel), the NR1 subunit of the NMDA receptor
(middle panel) and the GABA, receptors (right panel), throughout the migration area —
the neuroepithelium (ne) and the stratum oriens. Scale bar: 10 pm.
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ventricular zone at E17 (LoTurco et al., 1995) and functional AMPA receptors are
detected on migrating neuroblasts of the intermediate zone of the E13.5-E14.5
cerebral cortex (Metin et al., 2000 ; Poluch and Konig, 2002 ; Poluch et al.,
2003). In addition, GABAg receptors have been detected at the level of the lower
intermediate zone of E16 cerebral cortex (Lopez-Bendito et al., 2003).
Transmitters (GABA and glutamate) are present throughout the cerebral wall at
embryonic stages, as shown by Haydar and colleagues (Haydar et al., 2000).

To gain more information on the presence of receptors in immature hippocampal
neurons, we determined the presence of glutamatergic and GABAergic receptors
in the migration area of the developing hippocampus (i.e. the neuroepithelium
and the stratum oriens). GluR2/3 subunits of the AMPA receptor, NR1 subunits of
NMDA receptors and GABA, receptors were present throughout the
neuroepithelium and the stratum oriens (FigS1C). Therefore, we may suggest
that glutamatergic and GABAergic receptors are expressed by migrating CAl

hippocampal neuroblasts.
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Glutamate acting on AMPA but not NMDA receptors

modulates the migration of hippocampal interneurons
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Article 2, problématique.

Les deux types morphologiques principaux du cortex cérébral sont représentés
par les neurones excitateurs glutamatergiques et les interneurones
GABAergiques. Ces deux types neuronaux sont générés au niveau de zones
germinatives distinctes, mais leurs périodes de migration et voies migratoires
sont largement coexistantes (voir chapitre 1). De nombreuses études ont
démontré I'existence d’une modulation de la migration des neurones excitateurs
par le GABA (voir chapitre 3 et article 1), dont les interneurones en migration
sont la source potentielle la plus évidente. La modulation de la migration des
neurones excitateurs par le GABA suggere l'existence d’'une communication
précoce portée par les neurotransmetteurs, entre les deux types neuronaux. Si
les interneurones expriment des récepteurs pour le GABA et le glutamate (voir
chapitre 2), I'existence d’une modulation de la migration interneuronale passant
par l'activation de ceux-ci n'a pas été étudiée. L’hypothése de I'existence d’une
modulation croisée des migrations des deux types neuronaux principaux du
cortex cérébral peut étre énoncée. Nous I'avons étudiée grace a l'utilisation d’'une
lignée de souris transgénique exprimant la protéine fluorescente GFP sous le
contrbéle du promoteur du géne de la GAD67 (Tamamaki et al., 2003), enzyme
de synthése majoritaire du GABA.

Grace a ces souris, nous avons décrit les voies migratoires des interneurones a
destination de I'hippocampe et identifié une voie migratoire majoritaire, en
étroite interaction avec les cellules de Cajal-Retzius de la zone marginale. Arrivés
au sein de I’hnippocampe, les interneurones s’éloignent de la zone marginale pour
s’engager a proximité de la future couche pyramidale.

Nous avons ensuite étudié la migration des interneurones hippocampiques sur
cultures organotypiques d’explants cortico-hippocampiques. La migration de ces
neurones, suivie pendant trois jours, est modulée par le glutamate agissant par
I'intermédiaire de récepteurs AMPA, mais pas par l'intermédiaire de récepteurs

NMDA, ni par le GABA.
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Glutamate Acting on AMPA But Not NMDA Receptors
Modulates the Migration of Hippocampal Interneurons

Jean-Bernard Manent, Isabel Jorquera, Yehezkel Ben-Ari, Laurent Aniksztejn, and Alfonso Represa
Institut de Neurobiologie de la Méditerranée, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité 29, 13273 Marseille, France

Paracrine GABA and glutamate acting, respectively, on GABA , and NMDA receptors modulate the migration of hippocampal pyramidal
cells. Using corticohippocampal organotypic explants from glutamic acid decarboxylase 67 (GAD67)- enhanced green fluorescent pro-
tein (EGFP) knock-in embryos, we now report that, in contrast to pyramidal neurons, the blockade of AMPA but not NMDA receptors
exerts important actions on the migration of GABAergic interneurons. In addition, the blockade of GABA , receptors fails to modify the
migration rates of GABAergic interneurons. Immunohistochemical analyses of GAD67-EGFP embryos (from embryonic day 14 to birth)
reveal that interneurons colonize the hippocampal primordium by embryonic day 15. At that stage, the hippocampal primordium is
already composed of pioneer glutamatergic neurons, including (1) Cajal-Retzius cells, immunopositive to calretinin and reelin, and (2)
other presumptive pioneer pyramidal cells that are immunopositive to BIII-tubulin and vesicular glutamate transporter 3 and immu-
nonegative to GABA or GAD67. Therefore, the migrations of pyramidal neurons and GABAergic interneurons are cross-modulated:
glutamate released from pioneer glutamatergic neurons facilitates the migration of GABAergic interneurons, which in turn would release
GABA, facilitating the migration of glutamatergic neuroblasts. This general sequence may provide a retroactive positive loop needed to
construct the hippocampal network. It might constitute a primitive homeostatic mechanism in the developing brain that acts to balance

GABA- glutamate contributions to network construction and activity.

Key words: interneurons; migration; neurotransmitter; GABA; glutamate; AMPA; hippocampus

Introduction

Neuronal migration is a fundamental process of the CNS con-
struction because neurons often migrate long distances from
their birthplace to their final destination layers. The two major
neuronal subtypes of the adult cortex, i.e., glutamatergic princi-
pal cells and GABAergic interneurons, are generated at distinct
germinal zones and navigate along distinct migratory pathways
(Nadarajah and Parnavelas, 2002; Marin and Rubenstein, 2003).
Principal cells arise from the germinal zones lining the ventricle
and migrate radially, following a relatively direct glial pathway to
their destination layer into the developing cerebral cortex and
hippocampus. Interneurons that are generated in the germinal
zones of the basal ganglia primordium, i.e., the medial, lateral,
and caudal ganglionic eminences, navigate tangentially into the
developing cerebral cortex, covering long distances (for review,
see Kriegstein and Noctor, 2004). The complex interneuronal
migratory pathways within the neocortex have been investigated

Received Dec. 2, 2005; revised April 12, 2006; accepted April 16, 2006.

This work was supported by the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale, the Centre National de
la Recherche Scientifique, the Conseil Régional Provence-Alpes-Cote-d'Azur, and the Fondation Francaise pour la
Recherche sur I'Epilepsie. J.-B.M. received financial supports from the Ministére de I'Education Nationale de la
Recherche et de la Technologie and from the Ligue Frangaise Contre I'Epilepsie. We are grateful to Drs. K. Obata and
K. Vogt for kindly providing GAD67-EGFP knock-in mice and Drs. A. Goffinet, S. E Mestikawy, and G. Rougon for the
generous gift of antibodies. We also thank T. Bourqua, C. Pellegrino, and E. Buhler for technical assistance.

Correspondence should be addressed to Alfonso Represa, Institut de Neurobiologie de la Méditerranée, Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale, Unité 29, Campus de Luminy, Boite Postale 13, 13273 Marseille,
France. E-mail: represa@inmed.univ-mrs.fr.

DOI:10.1523/JNEUR0SCI.1033-06.2006
Copyright © 2006 Society for Neuroscience ~ 0270-6474/06/260001-#%15.00/0

using dye labeling (de Carlos et al., 1996; Lavdas et al., 1999;
Jimenez et al., 2002; Ang et al., 2003), cultures of embryonic
explants (Anderson et al., 1997, 2001; Polleux et al., 2002), graft-
ing experiments (Wichterle et al., 2001; Nery et al., 2002), focal
electroporation with fluorescent protein expression vector (Yozu
et al., 2005), transgenic mice (Pleasure et al., 2000), or glutamic
acid decarboxylase 67 (GAD67)—enhanced green fluorescent
protein (EGFP) knock-in (KI) mice (Tamamaki et al., 2003;
Tanaka et al., 2003). Recent studies revealed that migrating inter-
neurons navigate along two main cortical streams: (1) subven-
tricular zone (SVZ) and lower intermediate zone (IZ), and (2)
marginal zone (MZ) and cortical subplate. They also migrate
radially to reach their final destination layers [undergoing pial-
oriented migration or ventricle-oriented migration (Nadarajah
etal., 2002)] or obliquely between the main routes (Tanaka et al.,
2003). However, the entry and migration pathways of interneu-
rons within the hippocampus remain to be investigated.
Birthdating analyses (Stanfield and Cowan, 1979; Bayer, 1980;
Soriano et al., 1989; Manent et al., 2005) indicate that both hip-
pocampal neuronal subtypes, principal cells and interneurons,
originate during a relatively large period of gestation [from em-
bryonic day 12 (E12) to E18]. This implies that tangentially (ven-
trally originated) migrating cells encounter and assemble with
radially migrating cells and pioneer neurons originated from the
periventricular neuroepithelia. Both types of migration being es-
sentially coexistent, it is likely that both cell types work together
to form the proper time-dependent inside-out laminar gradients
and yield to an equilibrated structure in terms of numbers of each
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respective cell type. One of the best illustrated communication
between neurons relies on specific neurotransmitters (mainly
GABA and glutamate) and receptors subtypes (mainly GABA,
and NMDA receptors), which have been shown to modulate the
migration of different neuronal subtypes, including, among oth-
ers, cerebellar granule cells (Komuro and Rakic, 1993, 1998) and
cortical (Behar et al., 1998, 1999, 2000; Hirai et al., 1999; Kihara et
al., 2002) and hippocampal (Manent et al., 2005) pyramidal cell
neuroblasts. These observations stress the notion that ambient
GABA (normally released from migrating interneurons) might
modulate the migration of glutamatergic neurons. Whether
GABA and/or glutamate modulate the migration of interneurons
remains unclear. Previous reports have suggested that migrating
cortical interneurons express functional GABA, (Metin et al.,
2000; Soria and Valdeolmillos, 2002), GABA; (Lopez-Bendito et
al., 2003),and AMPA (Metin et al., 2000; Poluch et al., 2001; Soria
and Valdeolmillos, 2002) receptors, but not NMDA receptors
[(Metin et al., 2000) (but see Soria and Valdeolmillos, 2002)]. A
blockade of GABAg receptors results in an accumulation of tan-
gentially migrating neurons in the ventricular/subventricular
zones of cortical explants, but the mechanisms of this action are
presently not known (Lopez-Bendito et al., 2003). Interneuronal
migration might also be modulated via AMPA receptor activa-
tion, as suggested by previous studies showing that migrating
interneurons of the neocortical IZ express AMPA receptors (Me-
tin et al., 2000) and that AMPA receptor activation affects the
length of their processes (Poluch et al., 2001) as well as their
GABA content (Poluch and Konig, 2002). However, the roles of
GABA,, AMPA, and NMDA receptors on interneuronal migra-
tion have not been completely elucidated.

Using corticohippocampal explants from GAD67-EGFP
knock-in embryos, we have now investigated whether GABA and
glutamate modulate the migration of GABAergic interneurons.
We report that AMPA receptor blockade prevents the migration
of GAD67-EGFP interneurons, which fail to populate the hip-
pocampal primordium. In contrast to pyramidal neuron migra-
tion, the blockade of neither GABA, nor NMDA receptors pro-
duces any significant effect on interneuronal migration. We
conclude that different modes of migration (radial vs tangential)
involving different cell types (principal pyramidal cells vs inter-
neurons) are regulated throughout different mechanisms and
suggest that glutamatergic and GABAergic neurons modulate
their migration in a synergistic and cooperative manner.

Materials and Methods

Animals. Experiments were performed on E14—E17 mice embryos, from
GAD67-EGFP knock-in mice, kindly provided by Dr. K. Obata (@@®)
(Tamamaki et al., 2003). The GAD67-EGFP embryos were selected from
the wild-type nonfluorescent littermates under a binocular microscope
equipped with appropriate lamps and filters. All experimental proce-
dures were performed in agreement with the European Union and
French legislations concerning the animal care and use.

Pharmacological agents and antibodies. Pharmacological agents
used in culture were as follows: 6-cyano-2,3-dihydroxy-7-nitro-
quinoxaline (CNQX), (5S,10R)-(+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate (MK801), 2,3-dioxo-
6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo(f]quinoxaline-7-sulfonamide ~ (NBQX),
6-imino-3-(4-methoxyphenyl)-1(6 H)-pyridazinebutanoic acid hydro-
bromide (gabazine), p-2-amino-5-phosphonovaleric acid (d-APV), and
bicuculline (all obtained from Tocris Cookson, Bristol, UK).

Primary antibodies were as follows: mouse monoclonal, anti-BIII-
tubulin (1:500; Sigma, St. Louis, MO), anti-GABA, B chain (1:200;
Chemicon, Temecula, CA), anti-GAD67 (1:400; Chemicon), anti-GFP
(1:2000; Invitrogen, Carlsbad, CA), anti-nestin (1:1000; Becton Dickin-
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son, Mountain View, CA), anti-reelin (G10, 1:1000; a generous gift of Dr.
A. Goffinet, @@@®), anti-vimentin (1:100; Sigma), anti-polysialic acid
(PSA) (1:2; kindly provided by Dr. Rougon, @@®); rabbit polyclonal,
anti-calretinin (1:2000; Swant, Bellinzona, Switzerland), anti-GABA (1:
500; Sigma), anti-GFAP (1:200; Sigma), anti-GFP (1:3000; Invitrogen),
anti-glutamate receptor subtype 1 (GluR1) (1:600; Chemicon), anti-NR1
(1:200; Chemicon), anti-NR2A/B (1:400; Chemicon), anti-vesicular glu-
tamate transporter 1 (vGlutl) (1:5000; SySy, Gottingen, Germany), anti-
vGlut2, and anti-vGlut3 [both at 1:1000, a generous gift from Dr. S. El
Mestikawy, @@® (Gras et al., 2005)]; guinea pig anti-doublecortin (1:
2500; USBiological, Swampscott, MA); and rat anti-bromodeoxyuridine
(BrdU) (1:50; Harlan Sera-Lab, Loughborough, UK).

Secondary antibodies were as follows: donkey anti-mouse conjugated
with FITC (1:200); goat anti-mouse conjugated with Texas Red (1:200);
donkey anti-rat conjugated with FITC (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, PA); goat anti-rabbit or anti-guinea pig conjugated with cyanine
3 (1:200); and goat anti-rabbit conjugated with Alexa 488 (1:200)
(Invitrogen).

Corticohippocampal organotypic slice culture. Pregnant animals were
anesthetized with an intraperitoneal injection of chloral hydrate (7%;
Sigma) or killed by cerebral dislocation. Embryos were removed by ce-
sarean section, and GAD67-EGFP embryos were selected as described
above. Their brains were then removed and placed into Petri dishes
containing cold PBS supplemented with glucose (30%; Sigma) and peni-
cillin—streptomycin (50 mg/ml; Invitrogen). After separation of the two
hemispheres, they were cut into 350—400 wm coronal slices using a tissue
chopper (Mcllwain; Campden Instruments, Leicester, UK), and slices
were collected into 35 mm Petri dishes containing culture medium
(MEM, 10% horse serum, and 25 pg/ml insulin). Meninges were gently
removed, and corticohippocampal slices were prepared under a dissect-
ing microscope, with the help of microtweezers and spatula. Slices were
cultivated onto the membrane of Millicell-CM inserts (Millipore, Bed-
ford, MA), in six-well plates containing 1 ml of culture medium per well,
according to the protocol developed by Stoppini et al. (1991), adapted to
embryonic tissues. Three corticohippocampal slices per inserts were ar-
ranged flat onto the membrane, and the excess of culture medium was
removed. The six-well plates were kept for 3 d in vitro (DIV) at 37°C with
5% CO, and 95% air, in the presence/absence of pharmacological agents
(see above). For cell proliferation and cell survival assay, culture medium
was supplemented with BrdU (for 2 h before fixation of the slices, 50
pg/ml; Sigma) and propidium iodide (1 wul/ml; Sigma), respectively
(supplemental data, available at www.jneurosci.org as supplemental
material).

Imaging of living slices was performed daily on a Nikon (Tokyo, Ja-
pan) Diaphot inverted microscope equipped with a Nikon DXM1200F
digital camera and photomicrographs were digitized in .tiff format using
the built-in software Nikon ACT-1. In addition, a few hippocampal slices
(acute slices or cultured for 24 h) were imaged on a Zeiss (Oberkochen,
Germany) confocal microscope (LSM 510), using a 10X objective, for up
to 140 min. Images of the superficial migratory stream were taken every
10 min, and stacks were reconstructed from 12 optical sections (60.8 wm
thickness) using the built-in software LSM Image.

Immunohistochemistry on sections. Pregnant animals were anesthetized
with an intraperitoneal injection of chloral hydrate (7%; Sigma) or killed
by cerebral dislocation. Briefly, embryos were removed by cesarean sec-
tion, and GAD67-EGFP embryos were selected as described above. Their
brains were then removed and maintained overnight into the fixative
solution (4% paraformaldehyde and 0.5% glutaraldehyde in PBS or 2%
glutaraldehyde for GABA staining). After washes in PBS, brains were
embedded in agarose and cut coronally with a vibratome (Leica, Nuss-
loch, Germany). Sections were permeabilized for 10 min at room tem-
perature in PBS-Triton X-100 (0.1%)—goat serum (5%). For BrdU stain-
ing, the permeabilization step was followed with a 20 min incubation in
PBS-2N HCl at 45°C. After permeabilization, slices were washed three
times in PBS and incubated overnight at room temperature with primary
antibodies diluted in PBS—Triton X-100 (0.1%)—goat serum (5%). The
slices were rinsed three times in PBS and were then incubated 2 h at room
temperature in appropriated secondary antibodies, used separately for
double immunolabelings. After three final washes in PBS, slices were
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mounted on glass slides and coverslipped in Gel Mount (Biomedia, Fos-
ter City, CA). Slices were examined on a Zeiss LSM 510 confocal micro-
scope using 5X, 10X, 20X, and 63X objectives, and photomicrographs
were digitized using the built-in software LSM image.

Quantitative analysis of migrated cells. Photomontages were performed
with Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA). Corticohippocampal
slices were reconstructed, the somata of migrated cells located into the
hippocampal primordium were pointed by black dots, and quantitative
analyses (cell densities) were performed using the analysis software NIH
Image] 1.33d (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,
MD). All quantitative analyses were performed using stereological meth-
ods. The normality of the data distribution was checked using SigmaStat
(Systat Software, Port Richmond, CA), and the statistical significance
was assessed using appropriate tests.

Results

Tangentially migrating GAD67-EGFP interneurons populate
the hippocampal primordium by E15, navigating along
glutamate-enriched regions

Although the interneuronal migratory pathways within the neo-
cortex have been well described (see Introduction), little is
known concerning the migration of these neurons toward and
within the hippocampal complex. To investigate this issue, we
performed immunohistological analyses on sections from
GAD67-EGFP KI embryos, from E14 to E17. At E14 (Fig. 1 A), as
described previously (Tanaka et al., 2003), migrating interneu-
rons clearly formed two distinct migratory pathways within the
cortical wall: one superficial, within the MZ and the cortical sub-
plate, and the other, more important, in the lower IZ and SVZ. At
that stage, we observed a few pioneer GAD67-EGFP interneu-
rons migrating toward the hippocampal primordium. They nav-
igated along a superficial migratory stream in the retrosplenial
cortex and subicular area (Fig. 1A, 1). At E15 (Figs. 1B, 2C),
migrating interneurons clearly populated the hippocampal pri-
mordium; they distributed within the subiculum and CA1 fields
and coursed mainly a major migratory route in clear continuity
with the cortical superficial stream. In contrast, the deeper corti-
cal stream was interrupted at the junction between neocortex and
subiculum (Figs. 1B, 2C). By E16 (Fig. 1C), interneurons colo-
nizing the hippocampus via the superficial migratory stream now
reached the CA3 field. However, the thinner deep migratory
stream reached the CA1 field lining close to the ventricular zone
but stopped by the border of CA3. Migrating interneurons
reached the dentate gyrus primordium throughout the superfi-
cial migratory stream by E17 (data not shown). Quantitative
analysis of cell densities evaluated in both the superficial and deep
migratory streams clearly indicated that interneurons reach the
hippocampus first through a superficial migratory stream and
then through both superficial and deep migratory streams. The
density of interneurons was higher in the superficial stream com-
pared with the deeper stream (Fig. 1 D). In conclusion, although
interneurons migrate within the neocortex mainly along a deeper
pathway following the subventricular zone and the lower inter-
mediate zone, they invade the hippocampus throughout a mainly
superficial path below the marginal zone.

To confirm that GAD67-EGFP-positive cells represent tan-
gentially migrating neurons, double immunostainings were per-
formed with specific antibodies of radial glia (nestin) and migrat-
ing neurons (doublecortin and PSA). At any embryonic stage
analyzed, GAD67-EGFP cells displayed the typical morphology
of migrating neurons (small round-shaped cell body, branched
leading process) and were clearly immunopositive to both dou-
blecortin (Fig. 2A) and PSA (Fig. 2B). These cells ran below the
marginal zone crossing nestin-positive extensions (radial glial
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Figure 1. Interneuronal migratory pathways: toward and within the hippocampal primor-
diumin GAD67—EGFP KI mice. A—C, Confocal photomicrographs of E14 (), E15 (B), and E16 (C)
coronal sections from GAD67—EGFP embryos, stained with antibodies against GFP (in black).
Squares were enlarged in 1-3, respectively. GAD67—EGFP interneurons migrating tangentially
within the neocortical wall navigate along two major migratory routes at E14: (1) a superficial
migratory stream, lining the cortical marginal zone; and (2) a deep migratory stream, following
the cortical subventricular zone and lower marginal zone. 4, Pioneer interneurons migrating to
the hippocampal primordium (square shown enlarged in 1) follow the superficial migratory
stream. B, Migrating interneurons reach the CA1 field at E15 exclusively through the superficial
migratory stream; the deep migratory stream stops at this age by the border of the subicular
area (enlarged in 2). €, Migratory interneurons reach the CA3 field at E16 again through the
superficial stream; the dentate gyrus is not yet colonized. The deep migratory stream stops at
this age by the border of CA2—CA3 (enlarged in 3). dgp, Dentate gyrus primordium; dms, deep
migratory stream; hip-pr, hippocampal primordium; lv, lateral ventricle; Rs, rostral migratory

stream; sms, superficial migratory stream; Sub, subiculum. Scale bars: A-C, 100 wm; 1-3,20 AQ: K

wm. D, Quantitative analysis of GAD67—EGFP positive cell densities in the superficial and deep
migratory streams in the hippocampal primordium as a function of age. Analyses were per-
formed at the front of the migratory streams, in three different sections from the dorsal hip-
pocampus from E14 to E17 GAD67—EGFP Kl embryos (n = 3 hippocampi per age). Note that the
cellular density is higher in the superficial migratory stream and that cells traveling through the
deep migratory stream reach the hippocampal primordium later than those of the superficial
stream.
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extensions) (Fig. 2C), the majority of lead-
ing process being oriented perpendicu-
larly to radial glial extensions. In addition,
few GAD67-EGFP cells could be observed
to emerge from the superficial migratory
stream and to follow radial glial extensions
(Fig. 2C), suggesting that, in the hip-
pocampus as in the neocortex, GABAergic
neurons change their migration mode
from tangential to radial to colonize the
hippocampal plate. To further stress the
migrating activity of GAD67-EGFP cells
in the hippocampal primordium, time-
lapse analyses were performed on acute or
cultured E15 slices (Fig. 2 D). Experiments
were repeated five times. Slices were re-
corded for up to 140 min using a confocal
microscope. Leading processes displayed a
quite dynamic behavior, with growth
cones motility, extensions, and retrac-
tions. Rapid extensions of leading pro-
cesses were followed by somal transloca-
tions. These observations strongly
indicate that hippocampal GAD67-EGFP
cells in the superficial migratory stream
are tangentially migrating neurons.

To elucidate the cellular composition
of the interneuronal migratory pathways
within the hippocampal primordium,
counterstainings with a Nissl dye (Neuro-
trace) or immunostainings with specific
markers of Cajal-Retzius cells (reelin and
calretinin),  glutamatergic =~ neurons
(vGlutl, vGlut2, and vGlut3), and inter-
neurons (GABA and GAD67) were per-
formed on E15 slices from GAD67-EGFP
KI embryos. Nissl stainings (Fig. 3A-C)
revealed that the GAD67—EGFP interneu-
rons of the hippocampal superficial mi-
gratory stream travel at the junction be-
tween the marginal zone and the
hippocampal plate in the subicular area
(Fig. 3B) and clearly invade the hippocam-
pal plate in the CA1 field (Fig. 3C). Cells
located into the marginal zone were, as ex-
pected, immunopositive for calretinin
(Fig. 3D,E) and reelin (Fig. 3J,K), two
specific markers of the Cajal-Retzius cells.
Tangentially migrating interneurons were
observed to navigate below this layer of
Cajal-Retzius cells, never invading the
marginal zone. Furthermore, tangentially
migrating interneurons were never found
immunopositive for reelin or calretinin
(Fig. 3E,K ). We then analyzed the cellular
composition of the hippocampal primor-
dium. When the pioneer GAD67-EGFP
interneurons invaded the hippocampal
primordium, an important amount of
BII-tubulin-positive neurons were al-
ready present at the level of hippocampal
plate of the presumptive CAl and CA3
fields (Fig. 3F, G). These neurons were im-
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A| caD/DCX | B
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Figure 2.  GAD67—EGFP cells are tangentially migrating neurons. A, B, Confocal photomicrographs (z-projections) of E15
coronal hippocampal sections double labeled with antibodies against GFP (green) and doublecortin (DCX; A) and PSA (B) (red), two
markers ofimmature migrating neurons. Merged images were shown in the bottom panels. Cell bodies are indicated by asterisks,
and processes are indicated by arrowheads. €, Confocal photomicrographs (z-projections) of E15 coronal hippocampal sections
double labeled with antibodies against GFP (green) and nestin (red), which here stains radial glia. Squares 1and 2 were enlarged
in the bottom panels. In the superficial migratory stream, GAD67—EGFP-positive neurons display the typical morphology of
migrating neuroblasts, with aleading process arranged tangentially to the orientation of radial glial processes. In the hippocampal
plate, GAD67—EGFP-positive neurons appear in contrast to follow radial glial extensions, thus suggesting that, in the hippocampal
complex, interneurons change their mode of migration from tangential to radial, to colonize deeper hippocampal layers. D,
Time-lapse analysis of an E15 coronal hippocampal section from GAD67—EGFP KI mice. This section was incubated for 1 DIV before
analysis as indicated in Material and Methods. Each time point (every 40 min) corresponds to az-projection of 12 focal planes (60.8
um thickness). Red arrows and asterisks point to moving cell bodies and terminal tips, respectively. White arrows and asterisks
point to the initial position of these elements. dms, Deep migratory stream; hp, hippocampal plate; mz, marginal zone; sms,
superficial migratory stream. Scale bars: A, B, bottom in ¢, D, 10 wum; top in C, 100 pem.
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We hypothesized that this “glutamatergic
environment” is required for an appropri-
ate interneuronal migration. In addition,
GABA released from GABAergic migrat-
ing neurons might contribute to their mi-
gration in an “autocrine—paracrine” man-
ner, as shown previously in the rostral
migratory pathway (Bolteus and Bordey,
2004).

Glutamate acting through AMPA,

but not NMDA, receptors

modulates the migration of
GAD67-EGFP interneurons

To investigate whether transmitters, and
in particular glutamate, play a role on in-
terneuronal migration, E15 organotypic
slices from GAD67-EGFP KI embryos
were maintained for 3 DIV in the presence
of antagonists for GABA and glutamate

Figure 3.

GAD67—EGFP interneurons navigate within the hippocampal primordium, which is composed of pioneer glutama-

receptors. GAD67—EGFP interneurons in
organotypic slice cultures were allowed to
migrate to the hippocampal primordium
in a culture medium supplemented with
pharmacological agents. Time-lapse anal-
yses were performed to evaluate the mi-
gration of GFP cells, and quantifications
were performed daily from 1 to 3 DIV on
reconstructed slices (Fig. 4).

In the absence of any pharmacological

tergic neurons. A-C, Confocal photomicrographs (single optical sections) of an E15 coronal hippocampal section immunostained
for GFP (green) and Niss| counterstain (Neurotrace, deep red). Squares labeled 1and 2 in A are enlarged in B and C, respectively.
GAD67-EGFP interneurons form a band of migrating cells below the marginal zone and intermingle with “neuronal” cells con-
tributing to form the hippocampal plate in the subiculum (B) and the hippocampal primordium (€). D—K, Confocal photomicro-
graphs (z-projections) of E15 coronal hippocampal sections double labeled with antibodies against GFP (green) and antibodies to
calretinin (D, E), Blll-tubulin (F, G), vGlut3 (H, I), and reelin (J, ) (red). Squares in D, F, H, and J are enlarged in E, G, /, and K,
respectively. Note that the superficial migratory stream forms a band adjacent to the marginal zone composed of cellsimmunopo-
sitive to reelin and calretinin, two markers of the glutamatergic Cajal-Retzius cells. Antibodies against BllI-tubulin stains cells in
the marginal zone, in the superficial migratory stream and the hippocampal plate. Antibodies against vGlut3 reveal the presence
of anintense immunostaining of the hippocampal intermediate zone, plate, and subplate. However, these antibodies do not stain
any GAD67-EGFP-positive cell. Therefore, GFP cells intermingle with cellsimmunopositive to BllI-tubulin and to vGlut3 within the
hippocampal plate—subplate. hiz, Hippocampal intermediate zone; hp, hippocampal plate; mz, marginal zone; sms, superficial
migratory stream; Sub, subiculum; svz, subventricular zone; vz, ventricular zone. Scale bars: A, D, F, H,J,100 wm; B, G, E, G, I, K,

treatment, the density of GAD67-EGFP
migrated interneurons was gradually in-
creased at the level of the hippocampal
primordium (from 0.16 = 0.16 cells per
surface unit at 1 DIV to 0.64 * 0.39 at 2
DIV and 1.03 = 0.55 at 3 DIV; n = 9 ex-
periments, 1267 cells) (Fig. 4B), indicat-
ing that neuronal migration occurred and
was robust in organotypic slice cultures. In
addition, short time-lapse imaging on cul-
tivated slices taken after 1 DIV revealed
the presence of GAD67-EGFP interneu-

20 pm.

munonegative for GAD67 (Fig. 3F, G) and GABA (data not illus-
trated). Furthermore, these cells were immunopositive for the
vesicular glutamate transporter vGlut3 (Fig. 3 H,1), strongly sug-
gesting that these neurons were glutamatergic pioneer neurons,
generated before E15; these cells are likely to be pioneer pyrami-
dal cells that were generated in mice by E14 or earlier (Manent et
al., 2005, their supplemental data). No staining was observed
with vGlutl or vGlut2 antibodies (data not shown).

Thus, pioneer tangentially migrating interneurons on their
long journey to the hippocampal primordium mainly navigate
along a superficial migratory stream, lining the marginal zone
containing Cajal-Retzius cells. Once they reach the hippocampal
primordium, migrating interneurons change direction to invade
the developing hippocampal plate, composed of pioneer pyrami-
dal neurons. These migratory pathways correspond to
glutamate-enriched areas: (1) glutamatergic Cajal-Retzius cells of
the marginal zone (del Rio et al., 1995; Hevner et al., 2003) and
(2) pioneer glutamatergic neurons of the developing CA fields.

rons eliciting leading process elongation
and somal translocation, two typical fea-
tures of migrating interneurons (Fig. 2D).

When GAD67-EGFP interneurons were allowed to migrate in
the presence of 30 uM CNQX, an antagonist of the AMPA/KA
receptors, the time-dependent increase in cell density at the level
of the hippocampal primordium was importantly modified com-
pared with the control condition: at 3 DIV, the density of mi-
grated interneurons in the hippocampal primordium was re-
duced from 1.03 * 0.55 cells per surface unit in the control
condition to 0.34 * 0.21 cells per surface unit after CNQX ( p <
0.01; n = 6 experiments, 301 cells) (Fig. 4B,C). Similar results
were obtained after 3 DIV in the presence of 10 um NBQX, an
antagonist of AMPA receptors (0.45 = 0.23 cells per surface unit;
p < 0.05; n = 6 experiments, 396 cells) (Fig. 4C).

The density of migrated interneurons in the hippocampal pri-
mordium was not significantly decreased after 3 DIV in the pres-
ence of the GABA, receptors antagonists bicuculline (50 uMm) or
gabazine (10 uM) compared with the control condition (0.61 =
0.43 cells per surface unit after bicuculline, n = 6 experiments,
491 cells; 0.59 = 0.29 cells per surface unit after gabazine, n = 6
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experiments, 529 cells) (Fig. 4B,C). The
density of migrated interneurons in the
hippocampal primordium was also not
significantly decreased after 3 DIV in the
presence of the NMDA receptors antago-
nists MK801 (10 wMm) and d-APV (80 um)
compared with the control condition
(0.69 £ 0.46 cells per surface unit after
MKS801, n = 6 experiments, 671 cells;
0.62 = 0.49 cells per surface unit after
D-APV, n = 6 experiments, 454 cells) (Fig.
4B,0).

Furthermore, the overall distribution
of migrated interneurons within the hip-
pocampal primordium was not signifi-
cantly modified after GABA, or NMDA
receptor antagonist treatment compared
with the control condition (data not
illustrated).

Importantly, pharmacological treat-
ments influenced neither cell proliferation
nor cell survival, because the density of
BrdU ™ cells at the level of the ganglionic
eminences, as well as the number of pro-
pidium iodide-positive cells in the hip-
pocampal primordium were not signifi-
cantly different from the control
condition (supplemental data and Fig. S1,
available at www.jneurosci.org as supple-
mental material).

Thus, antagonizing the effects of gluta-
mate acting through AMPA receptors im-
paired interneuronal migration in orga-
notypic slice cultures from GAD67-EGFP
KI embryos. In contrast, antagonizing the
effects of glutamate acting through
NMDA receptors or the effects of GABA
acting through GABA, receptors did not
significantly impair migration. These re-
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Figure 4. AMPA receptor antagonists, but not GABA, or NMDA receptor antagonists, perturb the migration of GAD67—EGFP

interneurons to the hippocampal primordium. A7, Reconstruction of an organotypic explant from E15 GAD67—EGFP KI mice after
3 DIV. The preparation includes the ganglionic eminences, the neocortex, and the hippocampal primordium (square, shown
enlarged in A2). A2, Reconstructions of hippocampal primordia from E15 GAD67—EGFP KI mice cultured for 3 DIV without any
treatment [control condition (CTRL)] or in the presence of 10 pm MK801, 50 wum bicuculline (BICU), or 30 v CNQX. Black dots
represent GAD67—EGFP migrated interneurons. Note the important reduction in cell density after CNQX treatment. B, Line plot
illustrating (== SD) the time-dependent increase in cell density (cells per surface unit, arbitrary set to 3600 .m ?) atthelevel of the
hippocampal primordium. Hippocampal sections were cultured for 3 DIV without any treatment [control condition (CTRL)] or in
the presence of antagonists of GABA, [50 wum bicuculline (BICU)], NMDA (10 m MK801), and AMPA (30 um CNQX) receptors.
Living slices were imaged daily for cell densities analyses. €, Histogram illustrating (== SD) the density of GAD67—EGFP migrated
cells (cells per surface unit, arbitrary set to 3600 tum %) in the hippocampal primordium after 3 DIV without any treatment [control
condition (CTRL)] or in the presence of antagonists of GABA, [50 wum bicuculline (BICU) or 10 wum gabazine (GBZ)], NMDA (10 um
MK8010r 80 umd-APV), and AMPA (30 um CNQX or 10 em NBQX) receptors. Only AMPA receptor antagonists impair GAD67—EGFP
cell migration. Mann—Whitney U test, *p << 0.05, **p << 0.01 compared with the control. hip-pr, Hippocampal primordium; LGE,
lateral ganglionic eminence; MGE, medial ganglionic eminence; NCx, neocortex.

sults suggest that only glutamate acting
through AMPA receptors play a role in the
modulation of interneuronal migration.

Tangentially migrating GAD67-EGFP interneurons express
AMPA, NMDA, and GABA , receptors

To analyze whether the absence of any migration defects during
NMDA or GABA, receptor antagonist treatment was attribut-
able to an absence of expression of these receptors by migrating
interneurons, we performed immunohistological analyzes on
hippocampal sections from E15 GAD67-EGFP KI embryos. As
reported previously by Metin et al. (2000), for migrating inter-
neurons of the neocortical intermediate zone, GAD67—-EGFP in-
terneurons migrating to the hippocampal primordium express
the GluR1 subunit of the AMPA receptors (Fig. 5A,B). The
GluR1 immunoreactivity was strictly restricted to the superficial
interneuronal migration pathway (Fig. 5A), virtually decorating
only tangentially migrating interneurons (Fig. 5A,B). Tangen-
tially migrating interneurons were also immunoreactive for the
GABA,, receptors (Fig. 5C) and the NR1 and NR2A/B subunits of
the NMDA receptors (Fig. 5D, E). NR1 staining is rather ubiqui-
tous and concerns GAD67-EGFP-positive and negative cells,
whereas NR2A/B staining is more restricted to GAD67-EGFP
neurons. Because NR2A mRNA only became detectable after

birth (Monyer et al., 1994), this latter immunostaining likely rep-
resented NR2B subunit expression.

Therefore, the lack of effect of GABA, and NMDA receptor
blockade on the tangential migration of interneurons is not at-
tributable to an absence of NMDA or GABA, receptors.

Discussion

In the present study, we report that GABAergic interneurons
colonize the hippocampus mainly via a superficial pathway paved
with pioneer glutamatergic neurons. We show that AMPA recep-
tor blockade impairs hippocampal interneuronal migration,
whereas NMDA and GABA , receptor blockade fail to induce any
major change. These data contrast with our previous report (Ma-
nent et al., 2005) demonstrating that hippocampal pyramidal cell
migration is modulated by mainly GABA , and, to a lesser degree,
NMDA receptors, but not AMPA. We propose the following: (1)
the migration of distinct neuronal subtypes, using specific modes
of migration and migratory pathways, is modulated through dif-
ferent mechanisms; and (2) glutamatergic and GABAergic neu-
rons modulate their migration in a synergistic and cooperative
manner, constituting one of the first homeostatic mechanisms
operating in the developing brain.






| balt6/zns-neusci/zns-neusci/zns-orig/zns1811-06a | doylel | S=4 | 5/5/06 | 16:24 | Art: 1217455 | Input-YY(v) |

Manent et al. @ AMPAR-Mediated Modulation of Interneuron Migration

J. Neurosci., May 24, 2006 - 26(21):0—@ « 7

GAD / GluR1

Al

| BL.GAD /GluR1 | C[GAD / GABAA

Komuro and Kumada, 2005). However, it

is more difficult to explain the absence of
effects of GABA, and NMDA receptors
blockade because migrating interneurons
express GABA, and NMDA receptors
(Soria and Valdeolmillos, 2002). Interest-
ingly, patch-clamp analysis clearly shows
that migrating interneurons of the neo-
cortical IZ do not respond to NMDA ap-
plication (Metin et al., 2000). In addition,
currents evoked by GABA,, receptor ago-
nists (GABA and isoguvacine) induced
rapidly desensitizing responses of small
amplitude in these neurons. These data
suggest that both NMDA and GABA, re-
ceptors would not be major contributors

Figure5. GAD67—EGFP interneurons express AMPA, NMDA, and GABA, receptors. Confocal photomicrographs (z-projections)
of E15 hippocampal sections double labeled with antibodies against GFP (green) and against different receptor subunits (red).
Merged images are presented in the bottom panels. The asterisks indicate cell nuclei, and the arrowheads delineate somata and
leading processes. A, B, Immunostaining for GFP and the GIuR1 subunit of the AMPA receptor. Note that the GIuR1 staining is
strictly restricted to GAD67—EGFP migrating interneurons, decorating the somata and the leading processes. ¢, Inmunostaining
for GFP and the 3-chain of the GABA, receptor. GABA, receptor staining is relatively ubiquitous and present at the somata and
leading processes of GAD67—EGFP migrating interneurons. D, E, Immunostaining for GFP and the NR2A/B (D) and NR1 (E) subunits
of the NMDA receptor. NR1 staining is rather ubiquitous and concerns GFP-positive and GFP-negative cells, whereas NR2A/B
staining is more restricted to GAD67—-EGFP neurons. Both stainings decorate the somata and leading processes of migrating
interneurons. hp, Hippocampal plate; mz, marginal zone; sms, superficial migratory stream; Sub, subiculum. Scale bars: 4, 100

S — lai . . . .

Dl GAD / NR2A;"B| E GAD / NR1 ‘Fo calcilum transients 1n migrating
- 1nterneurons.

" o S In contrast, the radial migration of hip-

pocampal pyramidal cells is strongly mod-
ulated by GABA, and NMDA but not
AMPA receptors (Behar et al., 1998, 1999,
2000; Hirai et al., 1999; Kihara et al., 2002;
Manent et al., 2005). The lack of effect of
AMPA receptor antagonists is attributable
to the absence of operative AMPA recep-
tors on migrating pyramidal cells (Manent
et al., 2005), at least in the hippocampus.
Thus, a major difference in the calcium
signals is expected between pyramidal
neurons and interneurons: the former op-
erate by means of the GABA ,/NMDA syn-
ergy with the excitatory actions of GABA
removing the voltage-dependent blockade
of NMDA channels (Leinekugel et al.,
1995). In contrast, in interneurons, this
synergistic action is not operative; calcium
signals would be generated via the direct
depolarization through the activation of
AMPA receptors by the released glutamate
that directly triggers a calcium influx.

m; B—E, 20 pm.

Transmitters as developmental signals: diverse modulations
and diverse modes of neuronal migration

In this report, tangential migration of interneurons in organo-
typic explants from GAD67—-EGFP KI mice is reduced by AMPA
but not NMDA or GABA, receptor blockade. Interestingly, Me-
tin et al. (2000) have shown that AMPA receptors expressed by
migrating interneurons in the neocortical IZ are highly perme-
able to calcium, because they apparently fail to express the GluR2
subunit. The activation of these calcium-permeable AMPA re-
ceptors might induce modifications in the intracellular calcium
levels via a direct calcium influx through these channels and in-
directly through the depolarization-mediated activation of
voltage-dependent calcium channels. Therefore, the release of
glutamate from adjacent Cajal-Retzius cells or pioneer pyramidal
neurons would generate calcium signals. These intracellular cal-
cium transients would result in the modification of cell motility,
because changes in their frequencies have been shown to affect
the rate of migration of cerebellar granule cells (for review, see

Data on the effects of transmitters on
cell migration indicated contrasting ef-
fects depending on distinct neuronal sub-
types. Thus, interneurons migrating from

the anterior SVZ to the olfactory bulb display a characteristic
“saltatory” mode of migration (Wichterle et al., 1997) mainly
modulated by GABA (Bolteus and Bordey, 2004). These authors,
however, proved that, in these neurons, GABA , receptor activa-
tion rather reduces the migration rate, whereas the blockade of
these receptors with bicuculline enhances the migration rate, thus
showing an opposite effect compared with radially migrating pyra-
midal cells in hippocampal explants (Manent et al., 2005). Interest-
ingly, olfactory bulb interneurons express GABA,, and then AMPA
receptors but not NMDA receptors while migrating tangentially
(Carleton etal., 2003); the expression of functional NMDA receptors
was observed only when the cells reached the olfactory bulb and
changed their mode of migration to a radial migration. It is thus
plausible that tangential migration in the rostral migratory stream is
modulated by GABA,, and then eventually AMPA, whereas the ra-
dial migration in the olfactory bulb would be mediated by NMDA.
These differences strongly suggest that the modulation of neuronal
migration is time, stage, and population dependent.
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Glutamatergic and GABAergic hippocampal neurons
modulate their migration in a synergistic and cooperative
manner: a hypothetical model for the orchestration of
hippocampal construction (supplemental Fig. S2, available at
www.jneurosci.org as supplemental material)

In adult networks, the equilibrium between the activity of
GABAergic and glutamatergic neurons is essential for the gener-
ation of behavioral relevant patterns. Our present data strongly
suggest that this coordination most likely starts at a very early
stage. We propose as a working hypothesis that glutamatergic
neurons modulate the migration of GABAergic interneurons
(this report) and that GABA neurons modulate the migration of
glutamatergic pyramidal cells (Behar et al., 1998, 2000; Manent et
al., 2005).

Pioneer Cajal-Retzius cells (del Rio et al., 1995; Hevner et al.,
2003) and glutamatergic pyramidal cells, which proliferate in the
hippocampus from E12 (Manent et al., 2005, their supplemental
data), provide an early source of glutamate in the hippocampal
primordium. In addition, glial cells (by this period of life, radial
glial cells) might also release glutamate (Angulo et al., 2004). The
expression of functional glutamate transporters in embryonic
hippocampus (Demarque et al., 2002) limits, however, the action
of glutamate, and a close contact between migrating interneurons
and glutamate-releasing cells is required (Metin et al., 2000).
Tangentially migrating interneurons within the hippocampus
follow a superficial pathway in close contact with vGlut3-
immunopositive cells in the hippocampal plate and adjacent to
the marginal zone, enriched in Cajal-Retzius cells. Migrating in-
terneurons in the superficial migratory stream are in contrast far
away from radial glia cell bodies (vimentin- and nestin-
immunoreactive cells were rather localized in the ventricular—
subventricular zone) and did not follow radial glial extensions.
Radial glial cells might in contrast play a more pronounced role
for radial migration, when interneurons leave their main migra-
tory stream to follow radial glial extensions.

The unique source of GABA in the hippocampal primordium
is the GABAergic migrating interneurons, because GABA anti-
bodies stained only GAD67-EGFP cells in hippocampal sections.
The effects of ambient GABA are likely to be facilitated by a weak
clearance from the extracellular space attributable to a poor func-
tional maturation of GABA transporters, at least of the main
hippocampal GABA transporter GAT1 (Demarque et al., 2002).
Accordingly to this, GABA might easily diffuse in the hippocam-
pal complex and activate relatively distant cells. This would ex-
plain that GABA is able to modulate pyramidal cell migration
from the subventricular zone, in which they are generated, to the
hippocampal plate. The effects of GABA on GABA, receptors
expressed by migrating pyramidal cells would be reinforced by
the action of glutamate on NMDA receptors, via a coordinated
cooperation between these two receptor types as that reported
previously in neonatal hippocampal slices (Leinekugel et al.,
1997). Thus, glutamate released from pioneer glutamatergic neu-
rons would facilitate the migration of GABAergic interneurons,
which in turn would release GABA, facilitating the migration of
glutamatergicneuroblasts (supplemental Fig. S2,availableatwww.
jneurosci.org as supplemental material). These cooperative ef-
fects would contribute to construct a balanced system in terms of
time of arrival of new neurons and relative numbers of each
neuronal subtypes, thus avoiding the requirement of a massive
elimination of exceeding migrated cells. This notion also implies
that perturbing one of the two neuronal subtypes during brain
maturation would consequently result in an alteration of the sec-
ond one. Interestingly, cortical heterotopias generated in rats ex-

Manent et al. @ AMPAR-Mediated Modulation of Interneuron Migration

posed to methylazoxymethanol in utero (Chevassus-Au-Louis et
al., 1998) or by RNA interference knockdown of doublecortin
(Ramos et al., 2006) not only contain cortical pyramidal cells but
GABAergic interneurons as well. Thus, heterotopias, constituted
originally of pyramidal cells that failed to migrate radially to the
cortical plate, also attract and retain migrating interneurons. Al-
though speculative, it is tempting to suggest that the reciprocal
interactions between glutamatergic and GABAergic systems are
contributing with other factors to this cell population-dependent
defect.
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Supplemental data

Proliferation assay

To investigate whether the pharmacological treatments have an effect on cell
proliferation, treated (50 uM bicuculline, 10 uM MK-801 and 30 uM CNQX) and untreated
(control) cortico-hippocampal slices were cultivated in the presence of 5-bromo-2’'-
deoxyuridine (BrdU, 50 ug / ml, Sigma) for 2 hours in vitro. Slices were then fixed
overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde and were processed for BrdU
immunohistochemistry, as described in the materials and methods section.

Slices were examined on a Zeiss confocal microscope (LSM 510) using a 10x objective
and photomicrographs were digitized using the built-in software LSM Image. The total
number of BrdU+ cells was evaluated at the level of the LGE (from where the late-
generated interneurons arise, Anderson et al., Development 2001). Quantitative analysis
(cell densities) was performed using the analysis software Imagel 1.33d (Wayne
Rasband, NIH, USA). This analysis revealed no statistical differences in the amount of
BrdU+ cells in treated vs. control slices (3 experiments per condition, see supplemental
figure S1A). Furthermore, we never observed BrdU+ interneurons in their migratory

routes (cortex or hippocampus), excluding any proliferation during migration.

Cell survival assay

To investigate whether the pharmacological treatments have an effect on cell survival,
treated (50 pM bicuculline, 10 yM MK-801 and 30 uM CNQX) and untreated (control)
cortico-hippocampal slices were cultivated in the presence of propidium iodide (PI, 1uL /
ml, Sigma) for 3DIV. Imaging of living slices was performed daily on a Nikon Diaphot
inverted microscope equipped with a Nikon DXM1200F digital camera and
photomicrographs were digitized using the built-in software Nikon ACT-1. The number of
PI+ cells per field was evaluated daily on living slices, using the analysis software Image
J 1.33d (Wayne Rasband, NIH, USA). This analysis revealed no statistical differences in
the amount of PI+ cells in treated vs. control slices (3 experiments per condition, see
supplemental figure S1B). The amount of PI+ cells in CNQX-treated slices was
unmodified, as compared to the control slices, excluding any increased cell death induced
by CNQX treatment.
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Figure S1. Proliferation and cell survival.

A) Histogram illustrating (£ standard deviation) the density of BrdU+ cells (cells per
surface unit) in the lateral ganglionic eminence (LGE) after 2 hours in vitro without any
treatment [control condition (CTRL)] or in the presence of antagonists of GABAA [50uM
bicuculline (BICU)], NMDA (10 uM MK801) and AMPA (30 uM CNQX) receptors.

B) Histogram illustrating (+ standard deviation) the number of PI+ cells per field in the
hippocampal primordium after 1DIV and 3DIV without any treatment [control condition
(CTRL)] or in the presence of antagonists of GABAA [50uM bicuculline (BICU)], NMDA (10
MM MK801) and AMPA (30 uM CNQX) receptors.
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Figure S2. Proposed model for reciprocal interactions between glutamatergic
and GABAergic neurons in the developing embryonic hippocampus.

Pioneer glutamatergic neurons (in blue) are present in the hippocampal primordium
before the arrival of GABAergic interneurons (by E14, A). They likely release glutamate
that exert a positive influence on the migration of interneurons (in red) via the activation
of AMPA receptors. Cajal-Retzius cells (in green) located along the migratory pathway to
the hippocampal primordium would also release glutamate, influencing interneuronal
migration. Once interneurons have entered the hippocampal plate (by E15, A), they likely
release GABA, facilitating the migration of glutamatergic neuroblasts via the activation of
GABAA receptors, with the cooperation of glutamate acting on NMDA receptors. More
glutamatergic cells reach then the hippocampal plate, which in turn will help the
migration of more interneurons. This model (B) proposes a positive cooperation between
the two neuronal subtypes.
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Article 3

Fetal exposure to antiepileptic drugs acting on the GABA

system generates hippocampal and cortical dysplasias

Jean-Bernard Manent, Isabel Jorquera, Iolanda Mazzucchelli, Antoine
Depaulis, Emilio Perucca, Yehezkel Ben-Ari and Alfonso Represa
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Article 3, problématique.

Compte tenu des réles essentiels joués par le GABA et le glutamate au cours des
étapes de migration neuronale, il paraissait essentiel d’étudier l'impact de
médications influencant la signalisation GABAergique et glutamatergique au
cours de la grossesse. Les médicaments antiépileptiques, ciblant majoritairement
ces systémes étaient les candidats les plus évidents. L’exposition foetale aux
antiépileptiques est particulierement courante, affectant 1 grossesse sur 250
(Fairgrieve et al., 2000). Ces médicaments sont suspectés d’augmenter
I'incidence des anomalies congénitales et de provoquer des déficits cognitifs a
long terme chez les enfants exposés (Perucca, 2005b). D’autre part, la survenue
de crises durant la grossesse est délétere pour le feetus, provoquant des
hémorragies cérébrales et des arréts cardiaques (Laloie and Moshe, 2004). A
I’'neure actuelle, il n‘existe aucun modele animal permettant d’étudier les effets
tératogenes de |I'exposition foetale aux antiépileptiques et aux crises, tout comme
de comparer les effets de différents antiépileptiques.

Nous avons étudié chez le rat les conséquences morphologiques de I'exposition
foetale au vigabatrin et au valproate, deux antiépileptiques augmentant les
niveaux de GABA par inhibition de sa dégradation, et a la carbamazepine, qui
modifie |’excitabilité neuronale en bloquant des canaux sodiques et calciques
voltage-dépendant. Nous rapportons une incidence accrue de dysplasies
corticales et hippocampiques chez les animaux exposés in utero au vigabatrin et
au valproate, malformations cérébrales suggérant des défauts de migration
neuronale. Les mémes traitement provoquent également une augmentation des
taux de neurones en dégénérescence.

Par contre, l'exposition du foetus aux crises maternelles (induites par kindling
hippocampique) ne provoque pas de malformations cérébrales foetales, mais

perturbe le gain de poids maternel et réduit le nombre d’animaux par portée.
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The treatment of epilepsy during pregnhancy is a debated issue since maternal
seizures may adversely affect maternal and fetal outcome?!, whereas exposure to
antiepileptic drugs (AEDs) may increase the incidence of congenital

2, 3,45

abnormalities and possibly affect postnatal cognitive development in the

> 6,7.89,10 Experimental animal studies are clearly required to compare

offspring
the teratogenic effects of AEDs and/or seizures and provide suitable conditions to
select new AEDs that are not detrimental during gestation. We have compared
now the morphological consequences of prenatal exposure to AEDs and seizures
in rats. We centered our examinations on cortical dysplasias that are amongst
the most frequent pathological findings in pediatric epilepsies. We report here
that prenatal exposure to two AEDs (vigabatrin and valproate) that act on GABA
signaling induce hippocampal and cortical dysplasias in rats. By contrast,
offspring of rats exposed prenatally to carbamazepine and to kindled seizures
show no clear-cut evidence of dysplasias. Since GABAergic synapses produce
excitatory effects in fetal brain, we suggest that AEDs, which increase the
extracellular concentration of GABA, may produce severe migration disorders in
the offspring when administered during pregnancy. The potential clinical

relevance of these findings should be ascertained.

Pregnant rats were treated with vigabatrin (VGB, n=8), valproate (VPA, n=8) or
carbamazepine (CBZ, n=8) i.p. at doses not widely different from those used in
humans (see methods and supplemental data 1), during the period of
neurogenesis and migration of hippocampal (CA1 region) and neocortical
(superficial layers) neurons [i.e. from embryonic (E) day 14 to E19]. Plasma drug
concentrations during treatment were measured for VPA and CBZ (6 animals per
treatment; see supplemental data 2) and found to be within the range
encountered clinically. We also investigated the impact of epileptic seizures by
analysing pups born to “kindled” rats that had experienced one generalized
convulsive seizure/day during the same gestational period.

Maternal body weight and litter size. Seizures (SEIZ), VGB and CBZ treatments
clearly resulted in reduced maternal weight gain (curves in supplemental data 3)
and smaller litter size (12 £ 0.5 litter pups in vehicle-treated controls vs. 6.7 =
0.5, 6.0 £ 2.5 and 7.2 £ 0.5 respectively; p<0.05). VPA had no effect on litter
size (12.1 £ 0.7) and maternal weight.

Morbidity. Conventional histology (Nissl staining) and NeuN (a specific neuronal
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marker) immuno-histochemistry were performed in adult offspring [postnatal (P)
day 30]. A significantly increased number of hippocampal and cortical dysplasias
were observed in rats born to VGB- and VPA-treated mothers as compared to
controls. On the contrary, no microdysplasia and other cortical pathological
abnormalities were observed in offspring of rats treated with CBZ or experiencing
seizures.

In the hippocampus, two kinds of alterations were observed (Fig. 1): i)
interruptions in the Ammon’s horn lamination and ii) cell dispersions.
Interruptions in the lamination were manifested by an interruption (Figs 1b, 1e)
of the continuity of the smooth pyramidal cell layer present in control rats (Figs
1a, 1d). Interruptions were mainly observed in rats exposed prenatally to VGB
(Fig 1h) and concerned both the CA1 and CA3 (supplementary data 4) pyramidal
layers but not the granule layer, which is formed after birth and thus is not
affected by prenatal AED exposure. Cell dispersions were manifested by a
concentration of neurons outside the main pyramidal layer and could even
constitute a double layer in some cases (Figs 1c, 1f) composed mainly of ectopic
pyramidal neurons. Dispersions were observed mainly in the CA1l region in rats
exposed prenatally to VGB or VPA (Fig 1i). These alterations were scored
accordingly to their severity (mean size) and classified in subtypes in
supplemental data 5 and 6; the more severe degrees of alterations were found in
VGB- and VPA-exposed offspring. Though CBZ exposure did not significantly
affect the number of hippocampal interruptions and dispersions in offspring,
there was a non-statistically significant trend for these alterations to increase in
CBZ-exposed animals (Fig 1), even though these were of a minor degree
(supplemental data 5 and 6). Similarly, prenatal exposure to maternal seizures
did not cause an increase in number of interruptions, but there was a non-
statistically significant trend for seizure-exposed offspring to show more
dispersions, which were essentially of a mild degree, as compared with controls
(Fig 1 and supplemental data 6).

The two types of hippocampal alterations frequently coexisted (e.g. 69 £ 5% of
VPA-induced cell dispersions were associated with layer interruptions; p<0.05).
To determine whether the distribution of hippocampal interneurons was modified
by fetal exposure to AEDs, immuno-histochemistry studies with parvalbumin and
calbindin antibodies were performed. These antibodies label different subset of

interneurons such as basket cells (parvalbumin) and backprojecting neurons
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(calbindin)!'. No major differences were observed either in the density of labeled
cells or in the general distribution of these neurons and a few calbindin or
parvalbumin positive cells were present within the cell dispersion areas (see
supplemental data 8).

In the somatosensory cortex, alterations in the layering were observed in the
offspring of rats treated with VGB and VPA during pregnancy (Fig 2c) but not in
the offspring of control rats or rats exposed prenatally to CBZ or seizures. VGB-
and VPA-exposed rats showed massive interruptions in the neocortical
lamination, affecting the most superficial cortical layers (layer 2-3), associated
with an important cellular depletion both locally and in deeper layers (Fig 2a,
2b).

To determine whether dysplasias are associated with neurodegeneration, we
labeled dying neurons using the TUNEL technique in slices from PO rats exposed
prenatally to VGB or VPA, as well as control rats and rats exposed prenatally to
seizures (Fig. 3). Prenatal exposure to VGB and VPA caused a significant increase
in the density of TUNEL+ cells in comparison with control animals (Fig 3a-c).
Interestingly, animals exposed prenatally to maternal seizures were not different
form control animals in terms of neurodegeneration, indicating that maternal
seizures, at least during the last week of gestation, did not induce cell death in
the fetal brain. Our data are in line with a previous study showing a pro-
apoptotic effect of AEDs, including VGB and VPA, when administered postnatally
to rodents, i.e., once neurons have completed their migration and undergo a
period of intense synaptogenesis!?>. However, these authors did not report any
microdysplasia, supporting the notion that cell death by itself is not the major
contributor to the genesis of the alterations reported here and that the cortical
and hippocampal dysplasias observed in our study mostly result from other
mechanisms.

A variety of developmental disorders result from alterations of neuronal
proliferation and migration. We therefore investigated the effects of AEDs and
seizures on these parameters. Pregnant females were injected with the S-phase
marker BrdU at E15 and the number of labeled neurons was counted at P30. The
total number of BrdU+ cells detected in hippocampal sections was not modified
upon exposure to any AED or maternal seizures (data not shown), indicating that
the proliferation step is unaffected by AEDs or seizures.

The examination of the distribution of BrdU+ cells, double-labeled with the
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neuronal marker NeuN, revealed that in control animals the neurons generated
at E15 accumulated mainly in the stratum pyramidale in adulthood, whereas in
animals exposed prenatally to VGB and VPA, these neurons were significantly
increased in the stratum oriens, with a parallel reduction in the percentage of
cells within the strata pyramidale and radiatum (Fig. 4B). This suggests that in
VGB- and VPA-exposed animals pyramidal neurons fail to migrate correctly and
remain in an ectopic position in the adult hippocampus. Similarly, the total
number of neurons (NeuN+ cells) was also significantly increased in the stratum
oriens and in the dispersion area, as compared with control animals (Fig. 4D).
These results are in line with those obtained for the interruption subtypes
(supplementary data 7), suggesting that neurons accumulated in the dispersion
area represent ectopic pyramidal cells whose migration was impaired by AEDs.

In conclusion, prenatal exposure to AEDs that increase GABA levels (VPA, VGB)
during the last week of gestation in rats leads to the formation of dysplasias
(likely to be migration defects) in the hippocampus and somatosensory cortex,
as well as neuronal cell death. The observation that AEDs that increase GABA
levels (VGB, VPA) are detrimental is of particular importance since GABA has
been shown to provide most of the excitatory drive at an early stage, in primates
and rodents®>. GABA signaling modulates a wide range of essential
developmental processes'? even before synapses are formed, when it acts in a
paracrine manner able to modulate neuronal migration'> !*, The lack of
comparably deleterious effects of CBZ, a drug which acts by blocking voltage-
dependent sodium channels, may be due to the low density of these channels at
an early developmental stage!®. It should be noted however that plasma CBZ
concentrations in these experiments were at the lower end of the range found in
patients receiving therapeutic doses (see supplemental data 2) and that we
cannot exclude that greater histological brain abnormalities could occur in
animals exposed to higher CBZ concentrations.

Our results might have relevance for the health of children exposed prenatally to

17,18 and from clinical

AEDs. There are indications from other animal studies
observations® & 8 9 10,19, 20, 21 ¢hat exposure in utero to some AEDs might lead to
neurological and/or cognitive alterations. While carbamazepine has been
regarded as safe8, valproate has been repeatedly associated with developmental

9, 10

delay, including lower verbal IQ and higher incidence of additional educational

needs?7 in prenatally exposed children, even though an influence of confounding
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factors cannot be excluded'®. Several observations suggest that cortical
malformations involving the hippocampus and medial temporal cortex®* are
instrumental in mental retardation. Whether drug-induced subtle cortical and
hippocampal dysplasias are involved in causing postnatal cognitive deficits in
offspring exposed to VGB, VPA or other GABAergic drugs during pregnancy
should be subject for future investigations. The use of animal models, such as
those we developed in the present study, are critical to investigate this issue and
in addition would help understanding the mechanisms that underlie the formation

of cortical dysplasias.

Methods.

In vivo experiments: treatments

All experimental procedures were performed in agreement with the European
Union and French legislation concerning the care and use of laboratory animals.
Pregnant Wistar rats (Janvier, France) received from embryonic day 14 (E14) to
E19, 2 i.p. injections per day of one of the following AEDs (all from Sigma,
dissolved in PBS - DMSO 5%): carbamazepine (CBZ, 20 mg/kg/day), vigabatrin
(VGB, 200 mg/kg/day), valproic acid (VPA, 100 mg/kg/day). Doses were chosen
according to the literature concerning animal experimentation (see supplemental
data 1), avoiding doses that have been reported to be teratogenic?® or causing
massive apoptotic neurodegeneration of developing brain'?. Control pregnant
females received the same injections with the vehicle only. Pregnant females also
received a single i.p. injection with the S-phase marker 5-bromo-2’'-deoxyuridine
(BrdU, 50 mg/kg, dissolved in PBS - NaOH 0.007N, Sigma) at E15. Animal that
have been exposed to AEDs in utero were analysed at postnatal (P) day 0 and at
P30. They were deeply anaesthetized with an injection of chloral hydrate
(Sigma), perfused intracardially with the fixative solution (4% paraformaldehyde
and 0.5% glutaraldehyde in PBS), and their brains were cut coronally (60pum

thickness) with a vibratome (Leica, Nussloch, Germany).

In vivo experiments: pharmacokinetic studies

Plasma concentrations of CBZ and VPA were evaluated in separate groups of
pregnant animals (n=6 per group) treated in the same way as those used to
assess cerebral malformations. Blood samples were collected by venipuncture at
0.5 h, 2 h and 4 h after the first (E14) and last (E19) injection, respectively
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(supplemental data 2). The plasma was separated within 1 h and frozen at -20°C

until assay.

In vivo experiments: Kindling.

To test the impact of seizures on brain development the kindling model of
epilepsy was chosen, as this is the only protocol allowing the control of the
number, the severity and the duration of seizures during the period of interest
(E15-E20). Four female rats were stereotaxically implanted under general
anesthesia (diazepam, Roche; 4mg/kg i.p.; ketamine, Merial; 1,000 mg/kg i.p.)
with a bipolar electrode (insulated twisted stainless steel wire - 150 um
diameter) aimed at the basal lateral nucleus of the amygdala (AP: 2.7 mm; ML:
4.5 mm ; DV: 9.0 mm, with reference to Paxinos and Watson’s atlas of the rat
brain®*). Three monopolar stainless steel electrodes were screwed on the
animal’s skull over the parietal and occipital (reference) cortex. All electrodes
were soldered to a female micro-connector and secured to the skull with acrylic
cement. Starting one week after surgery, the animals were stimulated for 2 sec
once a day through the amygdala electrode using a monophasic square wave
current of 300 pA (frequency = 50 Hz; pulse width = 1 ms). Both behavior and
EEG were monitored 5 min before and after the stimulation. Within 15 days, all
animals displayed a stage-5 secondarily generalized clonic seizure and
characterized by forelimb clonies associated with rearings and fallings?>. For each
animal, five stage 5 seizures were induced before mating. During pregnancy, the
animals were stimulated once a day from E15 to E19-20 using the same

parameters. For each stimulation, stage 4-5 seizures were observed.

Drug assays

The plasma concentration of VPA was quantified by fluorescence polarization
immunoassay (TDx, Abbott, Italy) on a TDx apparatus (Abbott, Italy). Calibration
curves (0.7 mg/ml to 75 mg/ml) were prepared by spiking known amounts of
VPA in rat drug-free plasma. The limits of quantitation were 0.7 mg/ml, and day-
to-day coefficients of variation were <5%.

The concentrations of CBZ were determined by a specific HPLC assay?®. 100 ml
plasma aliquots were extracted in 50 ml of internal standard (heptabarbital, 50
mg/ml in acetonitrile) and 100 ml acetonitrile. After centrifugation, the

supernatant was diluted in PBS (2:1), centrifuged, filtrated through Millex-GV
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0.22 mm filters (Millipore, Italy), and 20 ml were injected into a Shimadzu HPLC
system (Shimadzu Scientific Instrument, Inc, USA). The system consisted in a
System Controller SCL-10Avp, a LC-10ADvp solvent delivery module, a LP-
10ADvp pump with a FCV-10ALvp Low-Pressure Gradient Flow Control Valve, an
on-line DGU-12/DGU-14A Degasser, and a SIL-10ADvp autosampler. The
analytical column was a Brownlee Spheri-5 ODS 100mm x 4.6 mm, 5 um
(Brownlee Labs, USA), heated to 50°C with a T-6300 thermostate (Merck,
Germany), and connected to LaChrom L-7400 (Merck, Germany) variable
wavelength detector with readings at 210 nm. For the isocratic elution, the
mobile phase consisted in sodium monohydrogen phosphate 50 mM (J.T.Baker
B.V., Holland), adjusted to pH 5.5 with orthophosphoric acid, and acetonitrile
(Sigma-Aldrich, Italy) 80:20 at flow rate of 1.1 ml/min. Calibration curves (0.5
mg/ml to 8 mg/ml) were prepared by spiking known amounts of CBZ in drug-
free rat plasma. The limits of quantitation were 0.1 mg/ml, and day-to-day

coefficients of variation were <15%.

Immunohistochemistry

Brain sections were permeabilized for 10 min at room temperature (RT) in PBS-
Triton X-100 (0.1%)- goat serum (5%). For BrdU staining, the permeabilization
step was followed with a 20 min incubation in PBS-HClI 2N at 45°C. After
permeabilization, slices were washed three times in PBS and incubated overnight
at RT with primary antibodies diluted in PBS-Triton X-100 (0.1%)- goat serum
(5%). The slices were rinsed three times in PBS and incubated for 2 h at RT in
appropriated secondary antibodies, used separately for double immunolabeling.
After three final washes in PBS, slices were mounted on glass slides and cover-
slipped in Gel Mount (Biomedia). The primary antibodies were as follows: mouse
anti-NeuN (1:1,000, Chemicon) or anti- Parvalbumin (PV, 1: 5000; Swant),
rabbit anti calbindin D28k (1:1000; Swant), rat anti-BrdU (1:50, Harlan Sera-
Lab), mouse The secondary antibodies were as follows: donkey anti-rat
conjugated with FITC (1:200) and goat anti-mouse or anti-rabbit conjugated with
Texas Red (1:200) both from Jackson ImmunoResearch.

Sections were examined under a Zeiss LSM510 confocal microscope using 10X
and 20X objectives, images were digitized using the built-in software. They were
exported as stacks of images, z-projections or orthogonal views in tiff format for

quantitative analysis.
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Assessment of cell death.

An in situ cell death detection kit (Roche Applied Sciences) was used to detect
TUNEL-positive cells, according to the manufacturer’s recommended protocol.
Briefly, sections were permeabilized for 30 min at RT in PBS-Triton X-100
(0.3%), then rinsed in PBS and pre-incubated with potassium permanganate
(0.06%) for 10 minutes at RT. After additional washes in PBS, sections were
incubated with the TUNEL reaction mixture for 1 hour at 37°C.

Sections were examined under on a Nikon Eclipse ES800 fluorescence microscope
equipped with a Nikon DXM1200 digital camera, using 10X and 20X objectives.

Photomicrographs were digitized using the built-in software Nikon ACT-1.

Quantitative analyses

Two different experimenters, blind to the animal’s treatment conditions,
performed the examination of sections and the quantitative analyses. Images
were analyzed with the analysis software Image] 1.33d (Wayne Rasband, NIH)
using stereological methods. Photomontages and reconstructions were performed
with Photoshop 7.0 (Adobe). The normality of the data distribution was checked
using SigmaStat (Systat Software), and the effects of the treatments were

compared to the controls using Mann-Whitney test.
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Figure 1. Foetal exposure to VGB and VPA causes microdysplasias in the CA1
hippocampal field.

NeuN immunostainings of a control hippocampus (a) and enlarged CA1l field (d), as
observed in sections from a P30 rat born to a vehicle-treated mother, and two examples
of hippocampal microdysplasias: an interruption in the CA1l lamination (b-e) and a cell
dispersion associated with a double layer (c-f), both as observed in animals born to VGB-
treated mothers. Scale bar, 50 um.

The histograms illustrate the mean number (£ SEM) per section of 1) any type of
microdysplasias in the CA1l hippocampal field (g), 2) interruptions in the CA1l
hippocampal lamination (h) and 3) cell dispersions in the CA1 hippocampal field (i) as a
function of the treatment received by pregnant animals. Three to 5 animals and at least
8 separated sections per animal were quantified. * p<0.05, ** p<0.01 , *** p<0.005 as
compared to control rats.
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Figure 2. Foetal exposure to VGB and VPA causes interruptions in the
neocortical lamination.

a-b. NeuN immunostainings of the somatosensory cortex illustrating two examples of
massive interruptions in the neocortical lamination (indicated by arrows), affecting the
most superficial cortical layers (layer 2-3), associated with an important cellular depletion
at the level of the lesion and in the corresponding deeper layers. Scale bar, 50 pm.

c. Histogram illustrating the mean number per section (£ SEM), of interruptions (larger
than 40 pym) in the neocortical lamination, detected as a function of the treatment
received by pregnant animals. * p<0.05, ** p<0.01 as compared to controls.
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Figure 3. Foetal exposure to VGB and VPA causes cell death.

a-c) Hippocampal sections stained with TUNEL from PO rats born to mothers treated with
vehicle (a), VGB-(b) or VP (c). TUNEL+ cells are indicated with arrows. Py: stratum
pyramidale, Ra: stratum radiatum. Scale bars: 50 ym.

d) Histograms illustrating the mean number (£ SEM) of TUNEL+ cells per volume unit
(6,387,252 uym3) as a function of the treatment received by pregnant animals.
**p<0.01.
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Figure 4. Cell dispersions caused by foetal exposure to VGB and VPA are linked
to migration defects.

Reconstructed hippocampal sections illustrating a non-dysplastic CAl1 field (a) and a
dysplastic CA1 field (b) with cell dispersion. A single dose of BrdU was injected at E15
and animals were sacrified at P30. The position of double-labeled NeuN+ and BrdU+ cells
(in black) as compared to the whole population of NeuN+ neurons (in white) indicate that
the migration of cells generated at E15 was perturbed in animals exposed prenatally to
VGB and VPA because misplaced cells appear to be located into a dispersion area (disp.
area, delimited with dashed lines). Hippocampal layers are indicated: stratum oriens
(Or), stratum pyramidale (delineated with straight lines, Py), stratum radiatum (Ra).
Scale bar: 50 pm.

The histograms illustrate the percentage (= SEM) of BrdU+ and NeuN+ cells (c) and the
percentage of NeuN+ cells (d) present in the hippocampal strata (main histograms) and
within the dispersion area (histograms in insets) in dysplastic as compared to control CA1
fields ( *** p<0.001).
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Supplemental data 1.

Present
2
[1] [2] [3] [4] [5] 6] crudy
CBz 1.25 -15 10 - 15 40 20
VGB 12.5-50 25 -37.5 500 - 1000 50 - 200 200
VPA 5 -30 10 - 60 100 - 150 50 - 400 900 100

Doses are given in mg / kg / day.
SE: acute doses for treatment of status epilepticus.

[1] Dosing in adult epileptic patients, MedlinePlus, Drugs and Supplements,
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginformation.html

[2] Dosing in adult epileptic patients, American Epilepsy Society (AES),
Antiepileptic Drug Information,
http://www.aesnet.org/Visitors/PatientsPractice/aed/index.cfm

[3] Amygdala- and hippocampal-kindled seizures in adult rats,

Otsuki K, Morimoto K, Sato K, Yamada N, Kuroda S. Effects of lamotrigine and
conventional antiepileptic drugs on amygdala- and hippocampal-kindled seizures
in rats. Epilepsy Res. 1998 Jul;31(2):101-12.

[4] KA-induced status epilepticus in adult rats,

Halonen T, Miettinen R, Toppinen A, Tuunanen J, Kotti T, Riekkinen PJ Sr.
Vigabatrin protects against kainic acid-induced neuronal damage in the rat
hippocampus. Neurosci Lett. 1995 Jul 28;195(1):13-6.

[5] Apoptotic effects during the first postnatal week in rats,

Bittigau P, Sifringer M, Genz K, Reith E, Pospischil D, Govindarajalu S, Dzietko M,
Pesditschek S, Mai I, Dikranian K, Olney JW, Ikonomidou C. Antiepileptic drugs
and apoptotic neurodegeneration in the developing brain. Proc Natl Acad Sci U S
A. 2002 Nov 12;99(23):15089-94.

[6] Teratogenic effects during pregnancy in rats,

Menegola E, Broccia ML, Nau H, Prati M, Ricolfi R, Giavini E. Teratogenic effects
of sodium valproate in mice and rats at midgestation and at term. Teratog
Carcinog Mutagen. 1996;16(2):97-108.
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Supplemental data 2. Plasma concentrations of CBZ and VPA.

Plasma concentrations, expressed as pg/ml £ SEM were determined at 0.5, 2 and 4 h
after the morning injection on gestational days E15 and E19. CBZ concentrations were at
all times at the lower range of those occurring clinically in patients receiving therapeutic
doses (usually quoted optimal range: 4-12 ug/ml (Eadie et al., Br J Clin Pharmacol.
2001). Plasma VPA concentrations at 30 min were within the range encountered clinically
(usually quoted optimal range: 50-100 pg/ml ; Eadie et al, Br ] Clin Pharmacol. 2001).
Because the unbound fraction of VPA in young rats (16-18%) (Slattum et al., J. Pharm.
Sci. 1996) is about twice as high as in humans, the pharmacologically active
concentrations in rats are expected to be twice as high as they it would appear from total
concentration values.
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Maternal weight during gestation
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Supplemental data 3. Maternal weight during gestation.

Graph illustrating the maternal weight (percentages £ SEM) monitored during gestation
(from E14 to E19) and the litter size (£ SEM) at birth, for each treatment. Note the lower
gain of body weight and the smaller litter size after exposure to VGB, CBZ or seizures
(SEIZ). By contrast VPA did not reduce these parameters. The number of pregnant rats
and litter analysed were 8 for CBZ, 8 for VGB, 8 for VPA, 4 for kindled rats and 8 for
controls (CTL).
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Supplemental data 4. Foetal exposure to VGB and VPA causes alterations in the
CA3 field.

Photomicrographs of hippocampal sections stained with antibodies against NeuN, the
regions within squares in a-c-e are shown enlarged in b-d-f.

a-b: Low and high power images illustrating a cell dispersion associated with double layer
in the CA3 pyramidal layer.

c-d: Low and high power images illustrating a interruption in the CA3 hippocampal
lamination.

e-f: Low and high power images illustrating a interruption in the lamination associated
with a mass of ectopic cells in the CA3 pyramidal layer.

Scale bars, 200 pm in a to e and 50 pumin b to f.
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Supplemental data 5. Foetal exposure to VGB and VPA causes diverse subtypes
of interruptions in the CA1l hippocampal lamination, often associated with cell
dispersions.
Photomicrographs of hippocampal sections stained with antibodies against NeuN (a-c-e,
scale bars: 200 um), the regions within squares are shown as enlarged confocal images
in b-d-f (z-projections of 4 focal planes, 30 um thickness, scale bars: 50 pm).
a-b. Low and high power images from a P30 rat born to a VGB-treated mother,
illustrating a type I interruption associated with cell dispersion. The extent of the
interruption reaches 1 cell diameter (type I) and the left border of the pyramidal layer is
shifted to the stratum radiatum. The associated cell dispersion is restricted to the
deepest part of the stratum oriens, close to the pyramidal layer and extends over 3 to 4
cell diameters.
c-d. Low and high power images from a P30 rat born to a VGB-treated mother illustrating
a type VI interruption. The extent of the interruption reaches 6 cell diameters (type VI).
Few cells are scattered around the lesion area and cell density is increased in the strata
oriens and radiatum, respectively above and below the lesion area.
e-f. Low and high power images from a P30 rat born to a VPA-treated mother illustrating
a type VIII interruption associated with cell dispersion. The extent of the interruption
reaches 8 cell diameters and the compaction of the pyramidal layer is severely affected
at the vicinity of the lesion.
g. Histogram illustrating the mean number of each interruption subtypes detected in the
CA1l pyramidal layer (£ SEM) as a function of the treatment received by pregnant
animals. * p<0.05 (VGB).
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Supplemental data 6. Foetal exposure to VGB and VPA causes diverse subtypes
of cell dispersions in the CAl1l pyramidal layer, often associated with
interruptions.

Photomicrographs of hippocampal sections stained with antibodies against NeuN (a-c-e,
scale bars: 200 um), the regions within squares are shown as enlarged confocal images
in b-d-f (z-projections of 3 to 5 focal planes, 24 to 36 um thickness, scale bars: 50 pm).
a-b. Low and high power images illustrating a type II cell dispersion, from a P30 rat born
to a VGB-treated mother. The dispersion area is restricted to the deepest part of the
stratum oriens, and extends over 2 cell diameters (type II).

c-d. Low and high power images from a P30 rat born to a VPA-treated mother illustrating
a type III cell dispersion associated with double layer. Cells located into the dispersion
area form an additional ectopic layer, composed of 2 lines of cells, separated from the
normally compacted pyramidal layer.

e-f. Low and high power images from a P30 rat born to a VGB-treated mother illustrating
a type V cell dispersion. The dispersion area extends over 5 cell diameters (type V). The
pyramidal layer is composed of 2 layers of cells and has an undulating appearance.

g. Histogram illustrating the mean number of each cell dispersion subtypes detected in
the CA1 pyramidal layer (£ SEM) as a function of the treatment received by pregnant
animals. * p<0.05 (VGB, VPA).
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Supplemental data 7. Immunohistochemical staining of interneurones

Photomicrographs of hippocampal sections stained with antibodies against calbindin (a-b)
and parvalbumin (c-d); The sections are from P30 rats born to vehicle-treated mothers
(a-c) and VGB-treated mothers (b-d). The interruption and cell dispersion (b, d) areas in
the CA1 hippocampal field are indicated by arrows. The overall distribution of both types
of interneurons is apparently unaffected by in utero exposure to VGB. Scale bar, 50 um.
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Supplemental data 8. The interruptions in the CA1l hippocampal lamination
caused by foetal exposure to VGB and VPA are linked to migration defects.
Confocal images of hippocampal sections (a-b-c-d) stained with antibodies against NeuN
(red) and BrdU (green); green and red channels are merged; scale bars: 50 uym.
a. Z-projection of 3 focal planes, from a P30 rat born to a vehicle-treated mother. Note
the relatively low density of double-labelled cells into the strata oriens and radiatum.
Different regions of interest (ROI) are labelled: deep stratum pyramidale (1), superficial
stratum pyramidale (2), stratum oriens (3) and stratum radiatum (4). Hippocampal
regions are indicated: stratum oriens (Or), stratum pyramidale (Py) and stratum
radiatum (Ra). b. Orthogonal view of the same image in a, illustrating the co-localization
between NeuN (red) and BrdU (green) signals at the level of the selected cell. The top
image surrounded by the green rectangle represents the plane intersecting the stack of
images at the level of the green horizontal line. Note the absence of any interruption in
this plane. The left image surrounded by the red rectangle represents the plane
intersecting the stack of images at the level or the red vertical line. The cell located at
the intersection between the green and red plane is double-labelled. Image stack
thickness: 24 upm. c. Histogram illustrating the mean number of double labelled cells
(BrdU-positive and NeuN-positive) per mm3 (£ SEM) present at the level of the ROI
indicated in a and d. For quantifications, the interruptions observed in sections from rats
exposed prenatally to VGB and VPA were pulled together. Note the increased cell density
at the level of the deep stratum pyramidale (1) at the level of type III and more layer
interruptions, as compared to the control. **p<0.01, ***p<0.001. d. Z-projection of 4
focal planes, from a P30 rat born to a VGB-treated mother (type III interruption
associated with cell dispersion). Note the increased number of double-labelled cells
around the lesion area, as well as into the corresponding strata oriens and radiatum. e.
Orthogonal view of the same image in d, illustrating the co-localization between NeuN
(red) and BrdU (green) at the level of the selected cell. The interruption extends over the
entire image stack, as illustrated on the top image surrounded by the green rectangle.
Image stack thickness: 30 pm. f. Histogram illustrating the mean number of BrdU-
positive and NeuN-positive cells per mm3 (£ SEM) present at the level of the ROI
indicated in a and d as a function of the interruption subtypes. *p<0.05 as compared
with control. g. Histogram illustrating the mean number of NeuN-positive cells per mm3
(£ SEM) present at the level of the ROI indicated in a and d, in control in comparison
with different interruption subtypes. Note the increased cell density at the level of the
stratum oriens in type III-IV to type V and more, as compared to the control. *p<0.05.
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Au cours de ce travail de theése, nous avons évalué les rbles joués par les
neurotransmetteurs GABA et glutamate au cours de la migration neuronale, ainsi
que les conséquences de la perturbation de leurs actions durant la construction
du cerveau feetal. Nous avons montré : 1) qu’une libération non conventionnelle
de GABA et de glutamate module la migration des futurs neurones pyramidaux
hippocampiques, 2) que le glutamate agissant via des récepteurs AMPA module
la migration des interneurones hippocampiques et 3) que la prise de
médicaments  antiépileptiques ciblant majoritairement la transmission
GABAergique pendant la gestation provoque des défauts de migration chez le
foetus. Ces résultats soulignent le r6le modulateur crucial joué par les

neurotransmetteurs au cours du développement du Systéme Nerveux Central.

Les neurotransmetteurs, des messagers paracrines.

Une riche littérature est consacrée aux actions modulatrices des
neurotransmetteurs au cours des étapes du développement cérébral [revue dans
(Nguyen et al., 2001)]. Ces études ont souligné le role déterminant joué par les
neurotransmetteurs au cours des étapes de prolifération, migration,
différentiation et survie neuronale, jouant en ce sens le rbéle de véritables
facteurs épigénétiques. Néanmoins, le mode d’action de ces transmetteurs, ainsi
que leur mode de libération restent inconnus.

A un stade ou les synapses sont absentes, ou en densité limitée, les
transmetteurs sont responsables, a I’évidence, d'une communication de nature
non synaptique. Demarque et collaborateurs (Demarque et al., 2002) ont montré
gu’une libération non conventionnelle de neurotransmetteurs est responsable
d’'une communication paracrine, non synaptique, aux stades périnatals (voir
chapitre 3). Les résultats présentés dans |'article 1 montrent que cette libération
de transmetteurs participe a la modulation de la migration des futurs neurones
pyramidaux hippocampiques.

Ainsi, il est possible de considérer les neurotransmetteurs comme de véritables
messagers paracrines aux stades embryonnaires : 1) ils sont libérés selon des
mécanismes non conventionnels, distincts de la sécrétion vésiculaire des
transmetteurs dépendante du complexe SNARE ; 2) ils diffusent au sein de
I'espace extracellulaire du cerveau immature, rendu permissif par l'immaturité
des systémes de capture et 3) ils agissent par le biais de récepteurs aux

propriétés particulieres, notamment du fait de leurs compositions en sous-unités.
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La source de ces transmetteurs reste néanmoins a élucider : ils peuvent étre
libérés par les cellules environnantes (neurones ou cellules gliales), ou celles
localisées a proximité de la destination des jeunes neurones en migration. IIs
peuvent également étre libérés par les neurones en migration eux-mémes,
agissant alors selon un mode autocrine. Les résultats présentés dans l'article 2
suggerent une libération neuronale : les interneurones en migration libérent du
GABA, influencant en retour la migration des futures cellules pyramidales qui
liberent du glutamate (voir également paragraphes suivants). Par contre, une
action autocrine du GABA sur les interneurones en migration ne semble pas
exister, méme si ces neurones expriment des récepteurs GABA,.

Le mode de libération des transmetteurs demeure également inconnu. Ils sont
libérés selon des mécanismes de sécrétion indépendants du complexe SNARE,
mais leur nature reste a élucider. Ils pourraient étre libérés grace a des
échangeurs, comme |’échangeur cystine-glutamate, responsable de Ia
modulation des concentrations extracellulaires de glutamate (Warr et al., 1999) ;
grace a des hémi-canaux gap, responsables d’une libération de glutamate par les
astrocytes (Ye et al., 2003) ; par des récepteurs de I'’ATP, dont l'activation est
responsable d‘une libération de glutamate par les astrocytes (Duan et al.,
2003) ; ou par des canaux chlore sensibles au volume et perméables aux acides
aminés, portés par les astrocytes (Kimelberg et al., 1990 ; Pasantes-Morales et
al., 1994 ; Mongin and Kimelberg, 2002).

La diffusion des neurotransmetteurs libérés dans |'‘espace extracellulaire est
facilitée par les propriétés particulieres du tissu cérébral embryonnaire. Ce tissu
est peu cohésif, du fait de son immaturité et de celle des cellules le constituant.
D’autre part, les mécanismes de capture des transmetteurs sont peu efficaces
aux stades embryonnaires. Aux stades périnatals, seuls les transporteurs du
glutamate participent a la capture des neurotransmetteurs, les transporteurs du
GABA (notamment GAT-1) n’étant pas efficaces (Demarque et al., 2002). Ainsi,
les actions paracrines du GABA sont majoritaires aux stades embryonnaires, les
actions paracrines du glutamate étant limitée par I’action des transporteurs.
L'action des neurotransmetteurs passe par |'activation de récepteurs spécifiques,
qui, grace a des compositions spécifiques en sous-unités, ont des propriétés
particulieres aux stades embryonnaires. Ainsi, les réponses évoquées par
I'activation des récepteurs GABA, portés par les neurones corticaux immatures

sont amples et ne font pas I'objet de désensibilisation, alors que les réponses des
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neurones matures sont plus rapides et désensibilisent. De plus, les récepteurs
GABA, portés par les neurones immatures sont activés a des concentrations de
GABA plus faibles que les neurones plus matures (voir Figure 22) (Owens et al.,
1999). Enfin, des récepteurs GABA, possédant la sous-unité € peuvent étre
activés en |'absence de GABA (Neelands et al., 1999). Les récepteurs NMDA
portés par les jeunes neurones de la plaque corticale a E18 sont activés de facon
endogéne (LoTurco et al., 1991) et ceux présents au cours de la premiere
semaine de vie post-natale sont moins sensibles au blocage par les ions
magnésium (Kirson et al., 1999). Des récepteurs possédant ces propriétés
pourraient étre exprimés par les jeunes neurones en migration.

Les résultats présentés dans l‘article 1 nous permettent de proposer que les
actions modulatrices des transmetteurs au cours de la migration neuronale et,
par extension, des autres étapes de la construction cérébrale, sont le fait de
neurotransmetteurs paracrines. Cette hypothése est étayée par les observations
de lignées mutantes pour la sécrétion vésiculaire des neurontransmetteurs
(Verhage et al., 2000 ; Varoqueaux et al., 2002), ne montrant aucun déficit de
construction cérébrale en |'absence de synapses fonctionnelles. Néanmoins, la
présence des deux modes de transmission, synaptique et non synaptique
(paracrine), peut étre indispensable a la construction correcte du systeme

nerveux, notamment aux stades plus avancés.

Différents modes de migration, différentes actions modulatrices de
la migration par les neurotransmetteurs.

Les actions modulatrices des neurotransmetteurs au cours de la migration
neuronale ont été étudiées dans de nombreux modeéles et types neuronaux [voir
chapitre 3 et (Nguyen et al 2001)]. Les résultats de ces études ont montré une
prédominance des actions du GABA et du glutamate, agissant respectivement
par le biais de récepteurs GABA, et NMDA, pour les neurones excitateurs
corticaux et hippocampiques (voir chapitre 3, Figure 34 et article 1). Les
résultats présentés dans l'article 2 montrent une prédominance des actions du
glutamate, agissant par le biais de récepteurs AMPA, pour les interneurones
hippocampiques. Ainsi, la migration de neurones, employant des modes
migratoires distincts, est modulée par des neurotransmetteurs agissant par le
biais de récepteurs distincts. A la vue de ces résultats, nous pouvons proposer

que la présence de récepteurs spécifiques est caractéristique d'un mode de
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migration, permettant une modulation fine de la navigation des neurones vers
leur destination. Cette hypothese peut étre étayée par les résultats de I'étude de
Carleton et collaborateurs (Carleton et al., 2003). Dans un modele particulier de
migration neuronale, la migration rostrale vers le bulbe olfactif, ces auteurs ont
montré que les jeunes neurones en migration expriment des récepteurs
différents selon leur mode de migration. Lors de la premiére partie de leur trajet
migratoire, ces neurones migrent de facon tangentielle (migration en chaines,
voir chapitre 3) et expriment des récepteurs GABA, et AMPA. Lors de la
deuxieme partie de leur trajet, ces neurones se détachent des chaines
migratoires et adoptent un mode de migration radiale, exprimant alors
également des récepteurs NMDA. La migration tangentielle des futures neurones
olfactifs étant modulée par le GABA agissant via des récepteurs GABA, (Bolteus
and Bordey, 2004), nous pouvons raisonnablement penser que leur migration
radiale est modulée par le glutamate agissant via des récepteurs NMDA. Ce
modéele particulier de migration serait particulierement adapté pour tester cette
hypothése. Il en est de méme pour la migration des cellules granulaires du
cervelet, qui migrent tangentiellement aux stades précoces, avant de s’engager
sur une fibre de la glie de Bergman et de migrer radialement. Si la migration
radiale de ces cellules est modulée par le NMDA (voir chapitre 3), leur migration
tangentielle pourrait étre modulée différemment.

Il est important de noter que les neurones en migration ne sont pas strictement
restreints a un seul mode migratoire : si les neurones excitateurs migrent
majoritairement de fagon radiale et les interneurones, majoritairement de fagon
tangentielle, les neurones excitateurs peuvent également  migrer
tangentiellement et les interneurones, radialement (voir chapitre 1). Il serait
intéressant d’étudier I'expression des récepteurs et les effets de leur activation
chez des neurones utilisant des modes migratoires s’écartant du cadre général.
En ce sens, l'étude de la migration multipolaire des neurones excitateurs
corticaux serait particulierement intéressante. Ces neurones migrent de facon
trés dynamique au niveau de la zone intermédiaire, indépendamment de la glie
radiaire et la direction de leur mouvement peut étre radiale, tangentielle ou
méme transversale (voir chapitre 1). L’étape de migration multipolaire est
particulierement cruciale pour le développement cortical, puisqu’un échec au
niveau de cette phase provoque une accumulation de neurones ectopiques au

niveau de la zone intermédiaire (Bai et al., 2003 ; Tsai et al., 2005). Cette zone
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intermédiaire représente également une zone de cohabitation pour les différents
types neuronaux en migration, pouvant étre propice a des interactions entre
neurones. Des défauts d’interactions pourraient conduire a la perturbation des
comportements migratoires. Il est intéressant de noter que les hétérotopies
induites au niveau de la zone intermédiaire par l'inactivation du gene DCX
contiennent non seulement des neurones excitateurs ayant subi l'inactivation de
DCX, mais également des neurones ne l'ayant pas subi et des interneurones
[(Bai et al., 2003 ; Ramos et al., 2005) et voir chapitre 1]. Ces neurones piégés
au sein de I'hétérotopie peuvent résulter de tels défauts d’interactions entre

neurones et les neurotransmetteurs pourraient étre impliqués dans celles-ci.

Interactions précoces entre neurones excitateurs et
interneurones.

Afin d’atteindre leur position définitive au sein du cortex en développement, les
neurones excitateurs et les interneurones doivent tout d’abord migrer a partir de
leurs zones de genése. Leurs périodes de migration étant largement coexistantes
et leurs voies migratoires entremélées, il est raisonnable de penser que ces deux
types neuronaux interagissent dés les stades précoces. En effet, ces neurones
expriment des récepteurs du GABA et du glutamate (voir chapitre 2) et
I'activation de ces récepteurs participe a la modulation de leur migration (voir
chapitre 3). Les résultats présentés dans les articles 1 et 2 fournissent des
éléments dans ce sens : 1) la migration des neurones pyramidaux est modulée
majoritairement par le GABA (article 1) et 2) la migration des interneurones est
modulée par le glutamate (article 2). Les interneurones étant une des sources
évidentes de GABA et les neurones excitateurs une source de glutamate, nous
proposons que ces deux types neuronaux modulent réciproquement leur
migration. Ainsi, le glutamate libéré par les neurones excitateurs module la
migration des interneurones et le GABA libéré par les interneurones module la
migration des neurones excitateurs. Cette forme de communication portée par
les neurotransmetteurs pourrait constituer un mécanisme homéostatique destiné
a construire un cerveau correctement équilibré en terme d’excitation et
d’inhibition. Ainsi, elle permettrait de contréler la proportion relative de chaque
type neuronal au sein d’une structure cérébrale. Par extension, il est possible
d’envisager qu’une communication précoce entre les neurones est nécessaire a

I'organisation en couches corticales. Il est d’ailleurs intéressant de noter que
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neurones excitateurs et interneurones sont engagés dans des modes migratoires
particuliers a différentes étapes de leur trajet. Ainsi que déja évoqué plus haut,
les neurones excitateurs passent par une étape de migration multipolaire au
niveau de la zone intermédiaire. De méme, ils passent également par une étape
de migration rétrograde en direction des zones germinatives (voir chapitre 1).
Les interneurones en migration tangentielle sont également capables de changer
de direction, migrant radialement en direction de la plaque corticale ou de la
zone ventriculaire (voir chapitre 1). Ces mouvements particuliers des neurones,
s’écartant des voies générales de migration, pourraient étre destinés a
I'acquisition d’informations de positionnement au sein des couches corticales. Ces
informations de position pourraient étre obtenues par interaction entre les
différents types neuronaux, et leur décryptage pourrait passer par l'expression

de récepteurs spécifiques.

Défauts migratoires apres exposition foetale aux antiépileptiques.
Au cours de la grossesse, le cerveau feetal est soumis a l'influence de différents
facteurs environnementaux, d’origine maternelle ou extra-maternelle, a I'image
des traitements pharmacologiques administrés a la femme enceinte, dont la
grande majorité des composés traversent la barriere foeto-placentaire.

Les médicaments antiépileptiques sont parmi les molécules auxquelles les foetus
sont le plus fréquemment exposés, puisqu’une grossesse sur deux-cent
cinquante est menée sous antiépileptiques (Fairgrieve et al., 2000). Ces
molécules appartiennent a une classe tres large de composés, ayant des cibles
variées. De facon générale, ces molécules agissent en augmentant les niveaux
de GABA (par blocage des systemes de dégradation, des systemes de recapture
ou en potentialisant I'action du GABA sur le récepteur GABA,), en diminuant
I'action du glutamate (en inhibant sa libération et son interaction avec les
récepteurs) ou en modulant l'activité neuronale par bloquage des canaux
sodiques et calciques voltage-dépendant [revue (Perucca, 2005a)]. Dans l‘article
3, nous avons ciblé deux composés augmentant les niveaux de GABA (vigabatrin
et valproate) et un composé bloquant les canaux sodiques et calciques
(carbamazepine). Vigabatrin et valproate induisent des dysplasies cortico-
hippocampiques chez les animaux exposés in utero, alors que la carbamazepine
n‘en provoque pas aux doses étudiées. Ces résultats suggerent que la

perturbation des taux de GABA est plus délétére que le blocage des canaux
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sodiques et calciques voltage-dépendant. Les dysplasies observées suggérant
des défauts de migration, ces données sont en accord avec le role modulateur
majeur du GABA au cours des étapes de migration neuronale. De plus, les
dysplasies observées concernent les neurones excitateurs corticaux et
hippocampiques (les interneurones ne semblent pas affectés au cours des
périodes de traitement étudiées), ce qui est également en accord avec les
actions modulatrices du GABA chez ces types cellulaires (chapitre 3 et article 1).

Néanmoins, compte tenu des actions pro-migratoires du GABA, on aurait pu
s’attendre a observer une migration excessive de ces neurones plutét qu’a leur
accumulation sur les trajets migratoires lors des traitements aux
antiépileptiques. Il faut également noter que des neurones ectopiques sont
présents au dela de la couche pyramidale dans les cas des interruptions de la
couche pyramidale, pouvant suggérer une migration excessive (article 3,
supplemental data 8).

L'étude des effets d’autres molécules est en cours au laboratoire, notamment
ciblant plus particulierement la signalisation glutamatergique (lamotrigine).

Si I'exposition feetale a certains médicaments antiépileptiques est potentiellement
délétére pour la construction du cerveau, il faut néanmoins contrdler les crises
chez la femme enceinte. En effet, la survenue de crises généralisées lors de la
grossesse représente un risque d’‘arrét cardiaque et d’hémmorragies intra-
craniennes chez le feetus [revue, (Laloie and Moshe, 2004)]. Les résultats
obtenus nous permettent de désigner des molécules dont |'utilisation est moins
risquée en terme de malformations cérébrales. Ainsi, la carbamazépine serait
plus indiquée que le valproate et le vigabatrin afin d’éviter la survenue de telles
anomalies. Il est important de noter que les effets de ces molécules sont
étroitement liés a la dose d’administration, l'utilisation de la plus faible dose

nécessaire a éviter la survenue de crises étant a conseiller.

Conclusion.

Au cours de ce travail, nous avons évalué les roles modulateurs du GABA et du
glutamate lors de la migration neuronale et avons mis en évidence plusieurs
notions fondamentales. D’une part, le GABA et le glutamate jouent le rble de
messagers paracrines modulant la migration des futurs neurones pyramidaux
hippocampiques. Ces actions passent par une libération non conventionnelle de

GABA et de glutamate, indépendante du mode de sécrétion vésiculaire des
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neurotransmetteurs. D’autre part, la migration de neurones engagés dans
différents modes migratoires est modulée différemment par le GABA et le
glutamate. Ainsi, la migration des neurones pyramidaux hippocampiques est
modulée par l'activation de récepteurs GABA, et NMDA, alors que celle des
interneurones hippocampiques est modulée par l'activation de récepteurs AMPA.
Ensuite, les principaux types neuronaux du cerveau adulte (neurones excitateurs
et interneurones) exercent une modulation réciproque de leurs migrations,
suggérant une communication précoce entre ces types neuronaux avant la
formation de synapses. Enfin, toute perturbation de [I|'action des
neurotransmetteurs lors de la construction cérébrale, par exemple suite a

I'exposition foetale aux antiépileptiques, est potentiellement tératogene.
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Résumeé : Les progrés récents des techniques d’'imagerie cérébrale ont permis d’identifier les défauts de
migration neuronale comme cause majeure de retards mentaux, d’épilepsies et de nombreux syndromes
neurologiques. La connaissance des mécanismes intervenant dans la modulation de la migration neuronale
est donc capitale afin de prévenir de telles anomalies du développement cérébral fcetal, dont le colt socio-
économique est élevé. Le travail réalisé au cours de cette thése s’inscrit dans le cadre de cette thématique.
De nombreuses études ont identifié les neurotransmetteurs comme des molécules porteuses d’informations a
un niveau plus large que celui de la seule transmission synaptique. En effet, avant méme la formation de
synapses, les neurotransmetteurs sont présents au sein du tissu cérébral embryonnaire et exercent des
actions variées, influencant les étapes de genése, migration, différentiation et de mort neuronale. Nous
avons évalué les roles joués par les neurotransmetteurs GABA et glutamate au cours de la migration
neuronale, ainsi que les conséquences de la perturbation de leurs actions durant la construction du cerveau
foetal.

Afin d’étudier la migration neuronale, nous avons mis au point des préparations originales permettant la
visualisation directe de neurones fluorescents en migration. Grace a elles, nous avons démontré I'existence
d’une modulation de la migration neuronale par le GABA et glutamate, libérés selon un mode de sécrétion
« non vésiculaire » et agissant par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Nous avons montré que les
mécanismes modulant la migration sont caractéristiques du type neuronal et du mode migratoire considéré.
Ainsi, la migration radiale des futurs neurones glutamatergiques est modulée majoritairement par I'activation
de récepteurs GABA,, alors que la migration tangentielle des futurs interneurones GABAergiques est modulée
par l'activation de récepteurs glutamatergiques de type AMPA. Ces résultats suggerent également I'existence
d’une communication précoce entre neurones glutamatergiques et interneurones, pouvant contribuer a la
construction cérébrale. Par la suite, nous avons évalué le risque de survenue de malformations cérébrales
foetales, suite a l'administration de médicaments anti-épileptiques, qui potentialisent I'action du GABA,
limitent I'action du glutamate et modulent I'activité des canaux ioniques. Nous avons observé une incidence
accrue de micro-dysplasies cortico-hippocampiques, a rapprocher de défauts de migration, suite a
I'administration chez la rate gestante de valproate et de vigabatrin a des doses compatibles avec celles
employées pour le traitement de la femme enceinte épileptique.

Ces résultats soulignent le réle central joué par les neurotransmetteurs GABA et glutamate, en tant que
signaux informatifs majeurs du cerveau en développement. De plus, ils suggérent le besoin d’évaluer I'impact
de I'exposition a des composés pharmacologiques interférant avec les actions de ces neurotransmetteurs lors
de la maturation cérébrale.

Title: Paracrine transmitters as informative signals: GABA and glutamate modulate neuronal migration.

Abstract: Recent advances in neuroimaging techniques have identified neuronal migration disorders as
major causes of mental retardation, epilepsies and other neurological syndromes. Understanding the
mechanisms modulating neuronal migration is then crucial to prevent such brain maturation disorders. Many
studies have identified the neurotransmitters as early informative signals, acting before synapse formation,
and influencing several aspects of CNS construction - i.e. neurogenesis, migration and differentiation. We
have investigated the roles played by the transmitters GABA and glutamate during neuronal migration, as
well as the consequences of the disturbance of their actions on foetal brain construction.

We have developed in vitro models to visualize migrating neurons - hippocampal pyramidal neurons and
hippocampal interneurons. We have demonstrated that ambient GABA and glutamate, both released in a
calcium and SNARE-independent manner, differentially modulate the migration of these two neuronal
subtypes: GABA, and NMDA receptors activation modulate the radial migration of glutamatergic pyramidal
neurons, whereas AMPA receptor activation modulates the tangential migration of GABAergic interneurons.
We have then investigated the impact of in utero exposure to antiepileptic drugs, which interfere with
GABAergic and glutamatergic neurotransmission and modulate ionic channels. We report that prenatal
exposure to vigabatrin and valproic acid (two drugs acting on the GABA system) induces hippocampal and
cortical dysplasias in rats. These alterations of the foetal brain construction are suggestive of neuronal
migration disorders and were observed at plasma drug concentrations within the range encountered
clinically.

Altogether, these results suggest the presence of an early mode of communication through transmitters
contributing to an appropriate brain construction and highlight the central role played by GABA and
glutamate as major informative signals in developing brain. Our data also revealed the crucial need for
evaluating the consequences of prenatal exposure to pharmacological agents interfering with transmitters
actions during cerebral maturation.
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