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INTRODUCTION

Le cortex cérébral est la couche externe supérieure de I'encéphale contenant les corps
cellulaires des neurones. D’origine prosencéphalique, c’est la région du cerveau la plus
récemment acquise au cours de I'évolution et le siége principal des fonctions cognitives.
D’une organisation tres complexe, il résulte de différents processus coordonnés qui
comprennent la neurogenése, la migration et la différenciation neuronales. L’altération d’un
ou plusieurs de ces processus peut entrainer chez ’'homme I'apparition de malformations
cérébrales congénitales parmi lesquelles on distingue notamment les malformations du
développement corticale ou MDC.

Ces pathologies ont pour principale caractéristique un trouble de la gyration du cortex
pouvant étre associé a des anomalies dans d’autres régions cérébrales (cervelet, tronc
cérébral, corps calleux, ganglions de la base..). Les patients atteints de MDC présentent une
déficience intellectuelle modérée a sévere souvent associée a une épilepsie sévére
pharmaco-résistante.

Depuis une quinzaine d’années, les approches neurobiologiques en combinaison avec les
avancées prodigieuses de la génétique humaine ont permis d’identifier I'origine moléculaire
et les mécanismes physiopathologiques de nombreux cas de ces pathologies. L'un des
aspects les plus intéressants de ces découvertes est I’émergence d’un lien fonctionnel entre
de nombreux genes responsables de ces malformations. En effet, I'identification de
mutations chez des patients présentant des MDC dans les genes DCX et LIS1 codant des
protéines s’associant directement ou indirectement aux microtubules a montré le réle
primordial du cytosquelette dans le développement cortical. Ce constat fut renforcé par la
découverte de mutations dans des génes codant des tubulines (TUBA1A, TUBB2B et TUBB5),
unités structurelles et fonctionnelles des microtubules. Ces dernieres découvertes ont
notamment relancé les débats concernant I'existence d’une redondance ou d’une spécificité
fonctionnelle des membres de cette famille de protéines.

Les explorations des conséquences de ces mutations qui s’en suivirent, aux niveaux
biochimique, cellulaire ou in vivo dans des modeles de rongeurs ont permis des avancées
significatives dans la compréhension des fonctions protéiques des genes étudiés, dans
I’exploration des mécanismes physiopathologiques de ces maladies mais aussi de mieux
disséquer les processus soutenant le développement cortical normal.

Dans cette introduction, nous présenterons (i) les principales étapes du développement
cortical, (ii) les caractéristiques de la famille des tubulines et de leur protéines associées,
ainsi que leurs réles dans le développement du systeme nerveux central et (iii) la génétique
et la physiopathologie des principaux groupes de MDC étudiés au sein du laboratoire ou a eu
lieu ce travail.
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1. Le développement cortical

La mise en place de l'isocortex cérébral nécessite la génération d’'un grand nombre de
neurones, leur migration jusqu’a la plaque corticale (PC) et enfin la mise en place de la
connectivité neuronale. Ces étapes, ménent a partir d’'un neuroépithélium tres fin et lisse, a
la formation d’un cortex gyré, organisé en six couches, constitué de différents types
neuronaux et gliaux (Figure 1).
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Figure 1 : Modéle schématique revisité du développement cortical du comité Boulder.

Sont représentés les stades développementaux des jours embryonnaires (JE) 30,31-32, 45, 55 et a la semaine
embryonnaire (SE) 14. VZ: Zone Ventriculaire, PP : Préplaque, SVZ : Zone sub-ventriculaire, IZ: Zone intermédiaire, SP :
Sous-plaque, CP : Plaque corticale, MZ : Zone marginale

La population gliale est constituée (i) d’astrocytes, acteurs importants de ’lhoméostasie des
synapses neuronales, (ii) d’oligodendrocytes permettant la myélinisation axonale et (iii) de
cellules de la microglie, principale systeme de défense immunitaire du SNC.

Les neurones corticaux sont divisés en deux principaux groupes : les interneurones et les
neurones pyramidaux qui vont former un réseau complexe de connections. Les
interneurones, représentant =20% des neurones présents dans le cortex, sont pour
I'essentiel inhibiteurs et sécretent le neurotransmitteur GABA. lls sont divisés en sous-
groupes trés hétérogénes morphologiqguement et fonctionnellement exprimant ou co-
exprimant différents marqueurs tels que la parvalbumine, la somatostatine, la calrétinine ou
le neuropeptide Y. Les cellules pyramidales représentent =80% des neurones du cortex et
utilisent le glutamate comme neurotransmetteur excitateur. Ce sont des neurones de
projections qui étendent des axones vers d’autres régions du cortex ou vers des cibles extra-
corticales parfois physiquement trés éloignées. La génération de ces deux types neuronaux a
lieu dans deux régions distinctes : les éminences ganglionnaires qui génerent les
interneurones inhibiteurs et la zone ventriculaire (ZV) corticale d’ou proviennent les
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neurones pyramidaux. De part leurs origines différentes, ces deux types de neurones
entreprennent des types de migration différents pour rejoindre le cortex: la migration
tangentielle pour les interneurones et la migration radiale pour les neurones pyramidaux
(Figure 2).

Nl
NOS1/NPY/SST) /’
PARVB [/

B

Figure 2: lllustration schématique d’une coupe coronale d’'un hémisphére cérébral embryonnaire de rongeur (A) et
d’humain (B).

Les interneurones (en bleu) sont générés dans les éminences ganglionnaires (EG) et migrent tangentiellement pour
atteindre le cortex alors que les neurones pyramidaux (en rouge), provenant des zones ventriculaire (VZ) et sub-
ventriculaire (SVZ), migrent radialement vers le cortex. Les interneurones exprimant des neurotransmetteurs différents
proviennent de régions différentes des éminences. (d’apres Rakic et al., 2009)

1.1 La neurogenese

Aprés la fermeture du tube neural, sa polarisation puis sa régionalisation sous I'effet de
facteurs morphogéniques, la neurogenese débute chez la souris vers le jour E10 et chez
I'Homme au jour embryonnaire 33. Elle a lieu dans deux régions différentes du télencéphale
suivant la nature des neurones générés. Nous commencerons par présenter le cas particulier
des cellules de Cajal-Retzius avant de présenter la neurogenese présente dans les éminences
ganglionnaires du subpallium et dans la zone ventriculaire de 'isocortex.
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1.1.1 Les cellules de Cajal-Retzius

Décrites par Cajal en 1890 chez les rongeurs, puis en 1893 dans le cerveau humain, puis
confirmées par Retzius en 1899, les cellules de Cajal-Retzius (CR), sont réparties sur toute la
partie superficielle du cortex cérébral. Ce sont les premiers neurones différenciés du
télencéphale.

a- Caractéristiques

Les cellules de CR ont une morphologie stéréotypée, un arbre dendritique radial accroché a
la surface piale et des projections axonales tangentielles dans la méme couche marginale
(couche la plus externe du cortex) que le corps cellulaire. Ce sont essentiellement des
neurones excitateurs glutamatergiques. Bien qu’ils expriment tous Reelin et la Calrétinine, le
terme «cellules de Cajal-Retzius » désigne en réalité une population neuronale
anatomiquement hétérogene et qui peut se différencier par I'expression des genes Lhx 6
(Lavdas et al., 1999), Tbr1 (Hevner et al., 2001), Emx2 (Mallamaci et al., 2000) ou p73 (Meyer
etal., 2002).

b- Origines

L’origine de ces cellules est variée. Elles sont générées entre E10 et E12 chez la souris et font
donc partie des premiers neurones corticaux produits. Leurs lieux d’origine est encore une
guestion étudiée, mais on admet quatre zones progénitrices :

La région du septum (Bielle et al., 2005)

Le pallium ventro-latéral (Bielle et al., 2005)

Le plexus choroide (Garcia-Moreno et al., 2007)
L’héme cortical (Garcia-Moreno et al., 2007)

Les cellules de CR migrent de fagon tangentielle pour atteindre leur destination dans la zone
marginale.

c- Roles

Les cellules de CR ont un réle primordial dans la régulation de la lamination du cortex. On
leur reconnait entre autre la sécrétion axonale de Reelin (Derer et al., 2001; Marin-Padilla, 1998).
Reelin est une grande glycoproteine extracellulaire qui agit comme un signal dans la zone
marginale pour réguler la migration dans la plague corticale des neurones qui expriment les
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récepteurs moléculaires VLDLR et ApoER2. De nombreuses études suggerent que Reelin
régule la migration et le positionnement des neurones dans la plaque corticale et qu’elle
aurait la capacité de promouvoir le détachement des neurones de la glie radiaire a I'étape
finale de la migration (Dulabon et al., 2000; Hack et al., 2002). Toutefois le role de Reelin
n‘est pas encore completement tranché notamment au sujet de son possible role de
promoteur de la migration neuronale.

Les cellules de CR sont également impliquées dans la maintenance de la glie radiaire
(Soriano et al., 1997), elles peuvent aussi réguler la formation de la circuiterie neuronale en
partie grace a la signalisation de Reelin et la sécrétion de neurotransmetteur (Marin-Padilla,
1998).

I a été montré que la plupart des cellules de CR (95%) disparaissent au cours du
développement chez la souris et chez 'Homme pour ne laisser qu’une petite population
résiduelle a I'age adulte confirmant bien le role essentiellement développemental de ces
cellules (del Rio et al., 1995; Soda et al., 2003).

1.1.2 Les éminences ganglionnaires et diversité des interneurones

Chez les rongeurs et chez I'homme, les interneurones corticaux sont générés durant
I’embryogénése dans deux structures subpalliales transitoires, les éminences ganglionnaires
médianes (EGM) et caudales (EGC), puis atteignent le cortex par migration tangentielle
(Figure 3-A). Les caractéristiques et les modes de divisions des progéniteurs des
interneurones dans les éminences ganglionaires sont peu documentés. Néanmoins les
caractéristiques fonctionnelles de ce type neuronal sont intimement liées a leurs lieux de
provenance.

a- L’éminence ganglionnaire médiane

Les progéniteurs neuronaux présents dans 'EGM sont la premiéere source d’interneurones
corticaux chez les rongeurs. L'EGM exprime les facteurs de transcriptions Nkx2.1 et Lhx6 de
facon prédominante. Le modéle murin d’inactivation de Nkx2.1 a montré I'importance de la
participation de I'EGM dans la génération des interneurones corticaux puisqu’il présente une
diminution de 50% du nombre de neurones GABAergiques dans le néocortex (Sussel et al.,
1999). La plupart des interneurones provenant de I'EGM expriment la parvalbumine ou la
somatostatine. Cette expression définit deux sous groupes neurochimiques distincts qui
tendent a recouvrir deux groupes aux caractéristiques physiologiques et de connectivités
différentes. Ces deux populations représentent =60% des interneurones corticaux chez la
souris (Gonchar and Burkhalter, 1997; Kawaguchi and Kubota, 1997). A contrario, les
interneurones exprimant la calretinine (CR) sont rarement originaires de 'EGM et seulement
une partie des neurones NPY positifs peuvent en provenir (Figure 3-B).
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Figure 3 : Routes migratoires des interneurones (A) et contribution relative des éminences ganglionnaires aux sous
populations d’interneurones exprimant des neurotransmetteurs différents (B).

MGE : éminence ganglionnaire médiane, CGE : éminence ganglionnaire caudale dorsale (dCGE) et ventrale (VCGE), PV :
parvalbumine, SST : somatostatine, CR : calrétinine, NPY : neuropeptide Y.( D’aprés Wonders et Anderson, 2006)

b- L’éminence ganglionnaire caudale

Décrite plus tardivement que 'EGM, I'EGC est I'autre structure fortement impliquée dans la
génération des interneurones corticaux. Cette structure est le résultat de la fusion en rostral
de I'EGM et de I'EGL (éminence ganglionnaire latérale). Elle est divisée en deux
régions suivant l'expression de facteurs de transcription : la région ventrale (VEGC)
exprimant Nkx2.1 et la région dorsale (dEGC) exprimant Gsh2 et ER81. Alors que les
neurones calretinine positifs sont principalement produits dans la dEGC, les interneurones
NPY ainsi qu’une petite population des interneurones exprimant la sérotonine peuvent
provenir de I'une ou 'autre des deux régions. Une étude chez la souris estime que environ
30 a 40% des interneurones corticaux proviennent de 'EGC (Miyoshi et al., 2010) (Figure3-
B).

c- L’éminence ganglionnaire latérale

L'EGL est le foyer de production des neurones du bulbe olfactif. Bien que I'EGL ne semble
pas participer de facon majeure a la génération des interneurones corticaux, une étude
effectuée chez le rat a montré la présence dans le cortex de cellules provenant de I'EGL et
exprimant le GABA (Anderson et al., 2001) (Figure 3-B).
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d- L’aire antérieure préoptique

L’aire antérieure préoptique a été mise en évidence récemment comme étant le lieu de
production d’un petit nombre d’interneurones corticaux. On les retrouve a la surface du
cortex et environ un tiers d’entre eux expriment le neuropeptide Y mais pas la somatostatine
(Gelman et al., 2009).

1.1.3 Les Zones ventriculaire et sub-ventriculaire

Les neurones pyramidaux, ou de projection, sont des neurones excitateurs utilisant le
glutamate comme neurotransmetteur. lls tiennent leur nom de leur forme pyramidale
caractéristique. Leur mode de génération dans les zones ventriculaire (ZV) et sub-
ventriculaire (ZSV) du pallium est intensément étudié. lls peuvent provenir de trois types de
progéniteurs différents : des cellules souches neuroépithéliales, des glies radiaires ou des
progéniteurs intermédiaires.

a- Les cellules souches neuroépithéliales

Les cellules souches neuronépithéliales forment dans la ZV bordant les ventricules latéraux,
le neuroépihelium d’aspect pseudo-stratifié par la juxtaposition étroite des cellules sans
interposition de fibre. Ce sont des cellules polarisées selon un axe apico-basal, ancrées a la
fois a la surface du ventricule et a la membrane piale du cortex. Elles peuvent se diviser de
facon symétrique pour générer deux cellules souches neuroépithéliales filles et ainsi étendre
la population de progéniteurs. Lors de cette division le noyau se déplace de maniére apico-
basal. Tout d’abord il s’éloigne de la bordure de la ZV en phase G1, puis apres la phase de
mitose, atteint le point le plus éloigné du ventricule en traversant I’axe apico-basal entier de
la cellule pour effectuer la réplication de 'ADN en phase S. Enfin, les deux noyaux générés
regagnent la position d’origine pres de la bordure du ventricule. Ce phénomeéne est appelé le
mouvement nucléaire intercinétique (interkinetic nuclear movement) (Sidman et al.,
1959)(Figure4-A, Gotz,2005). La prolifération des cellules souches neuroépithéliales entraine
une augmentation de la surface et de I'épaisseur de la ZV. Dans un second temps, marquant
le début de la neurogenese, les cellules souches neuroépithéliales changent leur mode de
division et débutent des divisions asymétriques. Ce changement a lieu approximativement
vers E33 chez ’lhomme et E10 chez la souris. Alors qu’une des cellules filles reste une cellule
souche neuroépithéliale, I'autre est une cellule post-mitotique neuronale ou une cellule de
la glie radiaire (Figure4-B, Gotz,2005). Avec le début de la neurogenése, les neuro-
progéniteurs vont changer leurs caractéristiques en perdant des caractéres de cellules
épithéliales, notamment la perte des jonctions serrées inter-cellulaires et en acquérant des
traits astrogliaux. Ainsi, le neuroépithélium va donner naissance a un nouveau type cellulaire
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distinct mais apparenté :
Kriegstein and Gotz, 2003).

la glie radiaire (Bystron et al.,

2008; Gotz and Huttner, 2005;
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Figure 4 : Caractéristiques de polarisation et mouvement nucléaire intercinétique des cellules neuroépithéliales et des

glies radiaires et arbre de lignage de la neurogenése.

(A) Lors de la division cellulaire des cellules neuroépithéliales (a), le mouvement nucléaire intercinétique s’étend sur toute
la hauteur du mur cortical alors que dans les cellules de la glie radiaire (b) il est restreint a la zone ventriculaire. (B) Larbre
de lignage montre une vue simplifiée des relations entre les cellules neuroépithéliales (NE), les glies radiaires (RG), les
progéniteurs intermédiaires ou basaux (BP) et les neurones (N). (D’aprés Gotz et Huttner, 2005)

b- La glie radiaire

Issues des cellules souches neuroépithéliales, les glies radiaires
(GR), apicaux se situent
également dans la ZV et possedent une double fonction a la

appelées aussi progéniteurs
fois de progéniteurs neuronaux et de support de la migration
radiale des neurones post-mitotiques générés. Extrémement
polarisées, elles sont ancrées a la surface du ventricule et
étendent qui
I’épaisseur du mur cérébral jusqu’a la surface piale de
I'isocortex appelée glia limitans et s’y attachent fermement

grace a une structure appelée pied de la glie. Ce sont ces longs

radialement un prolongement traverse

prolongements qui guident les neurones vers la plaque
corticale (PC) (Figure 5). Les glies radiaires expriment des
marqueurs cellulaires réminiscents des cellules
neuroépithéliales tels que la Nestine ainsi que des protéines

spécifiques des astrocytes tels que la Vimentine, la Paired box 6
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Figure 5 : Schéma d’une glie radiaire
et d'un neurone en migration.
(D’apres Rakic, 2007)



protein (Pax6), la brain lipid binding protein (Blbp) et la glial fibriallary acidic protein (Gfap) chez
I’'homme et les primates (Kriegstein and Gotz, 2003). Elles peuvent entreprendre soit (i) une
division symétrique générant deux nouvelles glies radiaires, ou (ii) une division asymétrique
permettant la production d’une nouvelle glie radiaire et d’un neurone post-mitotique ou
d’une glie radiaire et d’'un progéniteur intermédiaire (Figure 4-B).

(i) Division symétrique

Les cellules de la glie radiaire entreprennent des mitoses successives qui permettent
d’amplifier le pool de progéniteurs. Lors de ces divisions, elles maintiennent leur
prolongement ancré a la surface piale permettant ainsi de maintenir la migration des
neurones générés précocement. Les noyaux subissent également un mouvement nucléaire
intercinétique, mais de moindre ampleur que celui des cellules souches du neuroépithélium
(Figure 4-B). En effet le noyau restreint sa migration a la limite basale de la zone
ventriculaire. La division symétrique est prédominante dans les stades précoces du
développement (E13-E15 chez le rat).

(ii) Division asymétrique

En 2004, Noctor et Coll. ont suivi le destin de 146 cellules neuronales de rat engendrées dans
la ZV. Pour ce faire, ils ont injecté a E16 un rétrovirus exprimant la GFP (Green Fluorescent
protein) dans les ventricules latéraux, puis suivi en vidéo microscopie les divisions et la
migration des cellules fluorescentes du stade embryonnaire E17 a E19. Ills ont ainsi pu
constater que pres de 80% des divisions cellulaires entreprises a ce stade par les glies
radiaires sont asymétriques. Elles générent deux cellules filles : une nouvelle glie radiaire et
une autre cellule fille qui s’éloignent du ventricule. Ces divisions asymétriques peuvent étre
divisées en trois groupes. La majorité d’entre elles (66%) sont neurogéniques (la seconde
cellule fille est un neurone pyramidal) alors que 7% peuvent étre décrites comme
progénitrices : la seconde cellule fille est elle aussi capable de ré-entrer dans le cycle
cellulaire et se divise a nouveau. Dans ce cas la cette cellule fille prend une forme bipolaire,
s’éloigne du ventricule, puis s’arrondit et se divise. Il s’agit d’'un progéniteur intermédiaire
(Figure 4-B). Enfin, dans 27% des cas, la division asymétrique est la derniere division
neurogénique de la glie radiaire qui se détache alors du ventricule et s’éloigne de la ZV. Une
fois éloignée de la ZV, la GR se différencie en astrocyte.
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c- Les progéniteurs intermédiaires

Quelques temps apreés le début de la neurogeneése, des cellules en division apparaissent a la
limite basale de la ZV (Smart, 1973; The Boulder Comittee, 1970). L’accumulation de ces
progéniteurs intermédiaires (Pl) ou « basaux » a créé un nouveau compartiment au dessus
de la ZV que le comité Boulder a nommé « Zone Sub-Ventriculaire » (ZSV). Ces cellules ne
sont pas attachées a la surface ventriculaire et ne subissent pas de mouvement
intercinétique (Takahashi et al., 1995b). Des études chez le rongeur ont montré que ces
progéniteurs intermédiaires sont produits par les divisions asymétriques des glies radiaires
et migrent par la suite dans la ZSV (Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 2004). Les
progéniteurs intermédiaires expriment des facteurs de transcriptions spécifiques tels que
Tbr2, neurogenin 2 (Ngn2), Cut-like homeobox1 (Cux1) et Cux2 et n’expriment plus Pax6 et Glast
(Gotz and Barde, 2005). L’extinction progressive de |'expression de PAX6 et l'initiation de
I’expression de TBR2 caractérisent la transition de la glie radiaire vers le progéniteur
intermédiaire (Englund et al., 2005). Les divisions des progéniteurs intermédiaires semblent
exclusivement symétriques. Elles peuvent donner dans 10% des cas deux nouveaux
progéniteurs et dans la grande majorité (90%) des divisions, ce sont deux neurones
pyramidaux qui sont produits (Noctor et al., 2004)(Figure 4B).

d- Les GR basales

Chez 'homme la ZSV a été divisée en deux sous structures la «ZSV interne » (ZSVI) proche
de la ZV et la « ZSV externe » (ZSVE) située plus basalement. Des études ont montré que
I’ZSVI contient des progéniteurs intermédiaires alors que I'’ZSVE contient a la fois des
progéniteurs intermédiaires (60% des progéniteurs de la ZSVE) et des glies radiaires basales
appelées « GRb » (40%). Contrairement a celles bipolaires de la ZV, les GRb sont
unipolaires : elles ne sont pas attachées a la surface du ventriculaire mais projettent tout de
méme leur prolongement jusqu’a la surface piale (Fietz et al., 2010; Hansen et al.)(Figure 6).
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Figure 6 : Glies radiaires et glies radiaires basales du cortex humain en développment.

Noter la représentation des glies radiaires basales (0RG) dont le corps cellulaire se situe dans la zone sub-ventriculaire
externe (outer subventricular zone) et les pieds sont ancrés a la membrane piale. (D’apres Lui et al., 2011)

De plus, les GRb entreprennent principalement des divisions asymétriques générant une
nouvelle GRb et une autre cellule fille qui continuera elle aussi a se diviser et acquerra, apres
plusieurs divisions, le marqueur des progéniteurs intermédiaires TBR2 (Hansen et al., 2010).
Dans un premier temps considérés comme spécifiques des primates, les GRb ont aussi été
retrouvés chez le furet (Fietz et al., 2010) et en moins grand nombre dans la ZSV chez la
souris (Shitamukai et al., 2011; Wang et al., 2011).

e- Détermination du mode de division

Plusieurs mécanismes cellulaires de détermination du type de division symétrique ou
asymétrique ont été mis en évidence.

(i) Plan du clivage mitotique

La polarité apico-basale du progéniteur neuroépithélial ou de la glie radiaire joue un réle
important dans les divisions symétriques et asymétriques par la distribution égale ou inégale
des composants des différents compartiments cellulaires aux deux cellules filles (Huttner
and Brand, 1997). Il a été proposé qu’un plan de clivage mitotique radial (ou vertical) résulte
en une division proliférative symétrique car les constituants a la fois basaux et apicaux de la
cellule mere seraient divisés de facon égale entre deux cellules filles. En revanche, un plan
de clivage paralléle (ou horizontal) a la surface du ventricule résulterait en une division
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asymétrique, les constituants apicaux seraient alors hérités par une cellule fille, et les
constituants basaux par une autre (Chenn and McConnell, 1995). Toutefois les plans de
clivage horizontaux étant rares, ce concept a été modifié pour expliquer pourquoi des plans
de clivages verticaux peuvent aussi donner des divisions asymétriques neurogéniques. |l
démontre I'importance de la membrane plasmique apicale et de ses complexes associés qui
peuvent, lors de la division cellulaire a plan de clivage vertical, soit étre divisés en deux et
transmis a deux cellules filles identiques, soit étre entierement transmis qu’a une des deux
cellules et ainsi résulter en une division asymétrique (Kosodo et al., 2004) (Figure7).

D’autres auteurs, dans une étude faite chez le rat, correlent le plan de clivage du fuseau
mitotique avec le type de progéniteurs en division plus qu’avec le type de cellules générées,
associant le plan de clivage vertical aux glies radiaires et le plan horizontal aux progéniteurs
intermédiaires (Noctor et al., 2008). Toutefois, méme si ces concepts sont encore discutés, il
a été montré dans un modele murin KO homozygote pour le géne Lgn, régulateur de la
signalisation des proteines G, dans lequel le plan de division cellulaire des progéniteurs
devient aléatoire, qu’il y a une augmentation du nombre de division asymétrique entreprise
par la population de progéniteurs apicaux. Ces cellules de la glie radiaire diminuent
rapidement dans la ZV et on peut observer leur présence anormale dans la ZSV et la ZI. Les
auteurs observent le méme phénoméne de redistribution dans les couches plus basales pour
la population de progéniteur intermédiaire. Ces résultats montrent que le contréle du plan
de clivage lors de la division des progéniteurs est nécessaire au maintien des populations de
progéniteurs apicaux et basaux respectivement a la surface apicale de la ZV et dans la ZSV
(Konno et al., 2008).

Vertical cleavage Horizontal cleavage Vertical cleavage

IO Nucleus == Basolateral plasma membrane B Adherens junction s Apical plasma membrane

Figure 7 : Plan de clivage des divisions des cellules neuroépithéliales et des cellules de la glie radiaire.

La figure résume la relation entre I'orientation du plan de clivage et les divisions symétriques prolifératives ou asymétriques
neurogeniques. (A) Un plan de clivage vertical résulte en une division symétrique proliférative, (B) un plan de clivage
horizontal entraine une division asymétrique neurogénique. (C) Un plan de clivage vertical accompagné d’une transmission
déséquilibrée de la membrane plasmique apicale résulte en une division asymétrique neurogénique. (D’aprés Gotz et
Huttner, 2005)
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(ii) Controle du cycle cellulaire

Certaines études ont également associé le controle de la durée du cycle cellulaire au type de
division entreprise par les progéniteurs neuronaux. Ainsi, une augmentation du temps de
division cellulaire dans les progéniteurs neuroépithéliaux et les glies radiaires est corrélée a
une augmentation du nombre de divisions neurogéniques chez la souris. Cette augmentation
du cycle est due a un allongement de la phase G1 alors que les autres phases restent
constantes (Takahashi et al., 1995a). A l'inverse une diminution de 25% du temps de la
phase G1 entraine I'augmentation des divisions prolifératives des glies radiaires et des
progéniteurs intermédiaires au détriment de la neurogenese (Pilaz et al., 2009). Des travaux
sur des cellules souches neuronales de primates et de souris ont montré que la diminution
de la phase G1 pourrait protéger les cellules contre les signaux extrinséques promouvant la
différenciation cellulaire (Fluckiger et al., 2006). A l'inverse une phase G1 plus longue
pourrait étre une caractéristique d’une division différenciatrice facilitant I'intégration des
signaux extrinseques qui influencent le destin cellulaire. De plus la modulation de longueur
de la phase G1 permettrait aussi de laisser le temps ou pas aux facteurs intrinséques d’agir
sur le destin des cellules, ainsi un cycle de division plus lent permettrait aux facteurs de
transcription neurogéniques d’activer la différenciation. Ce concept appellé « hypothése de
la longueur du cycle cellulaire » a été proposé pour la premiére fois par Calegari et coll. en
2003 (Calegari and Huttner, 2003). Récemment, une étude chez la souris a montré que la
phase S pouvait aussi jouer un réle dans les divisions prolifératives ou neurogéniques. Les
glies radiaires et les progéniteurs intermédiaires en division symétrique présentent une
phase S plus longue que ceux engagés dans la différenciation (Arai et al., 2011). Cet
allongement permettrait aux progéniteurs en expansion de vérifier la qualité de I’ADN
répliqué.

f- Progéniteurs et expansion corticale

La taille et les circonvolutions du cortex cérébral ont augmenté massivement lors de
I’évolution des mammiféres. La premiére tentative de conceptualisation de ces évolutions
fut présentée par P. Rakic dans I'hypothése de I’ « unité radiaire ». Selon cette hypothese
I'unité radiaire est composée d’une glie radiaire, I'épaisseur du cortex est déterminée par le
nombre de neurones générés par unité radiale (ou colonne) alors que la surface de celui-ci
est déterminée par le nombre d’unités (Figure 8 Rakic, 1995) (Rakic, 1995). A cette époque la
glie radiaire n’était considérée que comme un échafaudage permettant la migration radiaire.
La découverte du rble de la glie radaire comme précurseur neuronal, puis celles des
progéniteurs intermédiaires et des GRb ont remis fortement en question cette théorie
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Figure 8: Représentation de I’hypothése de Iunité
radiaire.
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(i) Participation des progéniteurs intermédiaires

Une des hypothéses alternatives propose que I'expansion des progéniteurs intermédiaires
chez les mammiféres présentant un cortex gyré a permis d’augmenter le nombre de
neurones produits et ainsi d’augmenter la surface du cortex sans augmenter celle de la ZV.
Ainsi si on compare la ZSV d’un cerveau non gyré de rat a celle d’un cerveau gyré de furet,
on peut constater que la ZSV (comprenant les Pl) du furet est relativement deux fois plus
large que celle du rat (Martinez-Cerdeno et al., 2006). De plus, parmi les mammiferes la ZSV
est plus large chez les primates et spécialement chez 'Homme, une espéce chez laguelle une
grande expansion corticale a eu lieu (Smart et al., 2002; Zecevic et al., 2005). Une autre
constatation anatomique conforte cette hypothése : en observant la largeur de la ZSV dans
un cortex embryonnaire de macaque ou d’humain, on peut constater qu’elle est
relativement plus large dans les régions ol un gyrus sera formé et plus fine dans les futures
régions des sulci (Kriegstein et al., 2006) (Figure 9-A).
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Figure 9: Participation des progéniteurs intermédiaires et des glies radiaires basales a I'apparition de la gyration
corticale.

(A) Coupes coronales d’isocotex humain aux semaines de gestation 22 et 24. La taille de la zone sub-ventriculaire (SVZ)
prédit les sites de formation des gyri et des sulci : elle est plus épaisse dans les régions qui forment un gyrus et plus fine
dans celles qui présentent un sulcus.(D’aprés Kriegstein et al., 2006) (B) Coupes coronales de cerveau de souris au jour
embryonnaire 16 (I) et post-natal 5 (K) aprés électroporation in utéro d’'un ARNsh dirigé contre Trnpl. L'inactivation de
Trnpl entraine I'augmentation des populations de progéniteurs intermédiaires et de glies radiares basales ainsi que la
formation de gyration corticale (fleches) visibles aux stades embryonnaires et post-nataux. (D’apres Stahl et al., 2013)

(i) Participation des GRb

Les GRb sont trés abondants dans les cerveaux gyrés mais rares dans les cerveaux murins
lisses (Reillo and Borrell, 2012; Shitamukai et al., 2011; Wang et al., 2011). Leur ancrage a la
surface piale mais non a la surface ventriculaire est considéré comme un moyen d’introduire
de la courbure dans le cortex cérébral en développement. Par conséquent, une nouvelle
hypothése propose que la taille du cortex et ses repliements puissent dépendre non
seulement de I'abondance relative des glies radiaires et des progéniteurs intermédiaires,
mais aussi de la prolifération des GRb. La preuve expérimentale de cette théorie fut donnée
récemment grace a des modeles transgéniques de souris naturellement lissencéphale et de
furet qui présentent un cortex plissé, permettant le controle de I’expansion des progéniteurs
intermédiaires ou des GRb in vivo. Les auteurs ont pu montrer que l'expansion des
progéniteurs intermédiaires chez la souris entraine une mégaencéphalie mais pas de
repliement du cortex alors que I'expansion des GRb a pour conséquence |'apparition de
circonvolutions supplémentaires chez le furet. Dans les deux cas la structure corticale est
préservée (Nonaka-Kinoshita et al., 2013).

Une autre étude récente de I'équipe de M. Gotz a exploré le modéle murin de sous
expression par ARNsh de Trnpl, un facteur de transcription. Il présente notamment une
augmentation importante des GRb et des Pl au détriment des GR et I'apparition de gyrations
corticales observables a des stades embryonnaires et post-nataux (Figure 9-B). TRNP1 est
aussi exprimé dans le cerveau en développement humain. De fagcon intéressante, il est
exprimé plus fortement dans les zones germinales des régions qui n’entreprennent que peu
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de gyration telles que les gyri précentraux et parahippocampiques alors qu’il est peu
exprimé dans les zones germinatives des régions a forte gyration telles que les lobes
temporaux et occipitaux, faisant donc de TRNP1 un facteur clé inhibiteur du contrdle de la
gyration (Stahl et al., 2013).

Ces résultats montreraient donc des réles spécifiques et distincts des deux types de
progéniteurs durant le développement cortical : les progéniteurs intermédiaires permettant
I’expansion du nombre de neurones pyramidaux qui migrent le long des processus des glies
radiaires basales qui eux, permettent I'apparition de la gyration du cortex au cours du
développement.

1.2 La migration neuronale

Une fois générés dans les zones de prolifération, les neurones corticaux doivent se diriger,
parfois sur de grandes distances, vers leurs places définitives dans les couches du cortex.
Provenant de deux régions différentes les interneurones et les neurones pyramidaux vont
entreprendre deux types de migrations distinctes : une migration tangentielle pour les
premiers et une migration radiaire pour les seconds.

1.2.1 La migration tangentielle

a- Patron de migration

Les interneurones en migration quittant le subpallium en destination du pallium suivent des
routes bien définies. Dans un premier temps, en quittant principalement I'’éminence
ganglionnaire médiane, ils se dirigent vers le cortex en se séparant en deux populations afin
de contourner le striatum en développement et ainsi s’intégrer dans le cortex par les zones
superficielles ou plus profondes de la structure corticale en évitant dans un premier temps la
plaque corticale (Marin et al., 2000) (Figure 10-A). Les neurones migrant superficiellement
vont migrer dans la zone marginale ou la sous plaque (Lavdas et al., 1999). De I'autre coté les
neurones en migration plus profonde dans le cortex traversent la couche profonde de la
zone intermédiaire (Denaxa et al., 2001; Lavdas et al, 1999), puis au cours du
développement occupent une place plus profonde dans la zone sous ventriculaire (Del Rio et
al., 1992; Marin and Rubenstein, 2001). Une fois dans le cortex les interneurones peuvent
alors se réorienter pour migrer de facon radiaire afin de rejoindre leur destination finale
dans les différentes couches de la plaque corticale (Figure 10-B).
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Figure 10 : Trajets migratoires des interneurones.

(A) Les interneurones générés dans I'éminence ganglionaire médiane (M) migrant tangentiellement vers le cortex en
évitant le striatum (STR). (B) Une fois présent dans le cortex, les interneurones migrent par trois principales voies : par la
zone marginale aux stades précoces, par la zone intermédiaire ensuite et par la sous-plaque lors des stades tardifs. (D’apres
Faux et al., 2012)

b- Morphologie et mouvement de l'interneurone en migration

L'interneurone en migration acquiert une morphologie polarisée stéréotypée. Il projette en
avant un processus appelé « processus guide » qui peut arborer un nombre de
branchements variables au cours de la migration a I'extrémité desquels un coéne de
croissance se déploie. De I'autre coté du corps cellulaire, le neurone posséde un processus
postérieur. On peut observer a la base du processus antérieur, en avant du noyau, un
renflement contenant les petits organelles (Figure 11-A). La migration de ces neurones
s’effectue par une succession d’événements stéréotypés bien décrite permettant la
translocation du soma.

Tout d’abord, I'interneurone va projeter plusieurs branchements du processus guide, puis en
sélectionner un seul orienté vers le signal attractif alors que les autres vont commencer a se
rétracter. En paralléle un renflement se forme en avant du noyau contenant le centrosome
et I'appareil de golgi, le noyau migre alors en avant pour rejoindre le renflement. Le neurone
recommence ce cycle en étendant son processus antérieur et reformant différents
branchements (Bellion et al.,, 2005) (Figure 11-B). La répétition de ces deux événements
couplés est responsable de I'aspect saltatoire de la migration des interneurones.

32



A B | C

leading process
1

Nucleus centrosome

coupling Centrosome-leading process coupling

r |
branches

nucleus branch point &
\ \ / t
] /\—\,,5#‘_,\ fﬁd"g % 3 ’
/ 3 / 3
trailing _ b/ t '————/”
process swelling ‘ - ety
growth cones ™ w %
t=0
; actin+ »>
mya;m-ll ‘ ~
£ centrosome 1 frad 4 Centrosome
== /
(/, e ? ,f'\\ , \/ o
S S i It {1 1\ - & Dynein/Lisl/Ndell complex
tyr-Tub ace-Tub  golgi AN j
A A
U, A 4 = Plus-end proteins
\¢~

Figure 11 : Morphologie de I'interneurone en migration et nucléokinése.

(A) Représentation des structures d’un interneurone en migration. (B) Cycle migratoire d’un interneurone en migration et
mouvement du noyau et du centrosome durant la migration.(D’aprés Valiente et Marin, 2010) (C) Acteurs moléculaires
permettant aux microtubules de promouvoir le mouvement du noyau et du centrosome lors de la migration neuronale.
(D’apres Tsai et al., 2005)

Cette nucléokinése et le mouvement du centrosome dépendent fortement d’un réseau de
microtubules qui forment une cage entourant le noyau et qui s’étend dans le centrosome et
le processus antérieur. Les microtubules formant la cage entourant le noyau sont fortement
tyrosinés et donc trés dynamiques alors que ceux présents en antérieur du noyau et reliés au
centrosome sont acétylés et donc plus stables (Figure 11-A).

c- Régulation moléculaire de la nucléokinese

Parmi tous les acteurs de la régulation de la nucléokinése (notamment les kinases Cdc42 et
FAK) on retrouve les protéines Lis1l et Doublecortine responsables de MDC chez ’lhomme.

Le complexe protéique lié aux MT Ndel/Lis1/Dynéine joue également un role prépondérant
dans la nucléokinese. La protéine Lisl forme un complexe avec la protéine motrice Dynéine
sous le controle de Ndel. Dynéine est un complexe protéique qui, grace a son activité
ATPasique, convertit I'énergie de I’hydrolyse de I’ATP en un déplacement vers I'extrémité (-)
des MT (Conde and Caceres, 2009). Des travaux récents ont montré que Lisl permet a
Dynéine de rester lié aux MT durant de longues périodes méme pendant I’"hydrolyse de I’ATP
qui devrait normalement entrainer un signal de détachement de la protéine des MT(Huang
et al., 2012). La protéine Ndel, quant a elle, facilite I'interaction entre Lis1 et Dynéine. Elle
permet aussi le recrutement de Lisl et Dynéine aux extrémités (+) des MT ainsi qu’au
centrosome (Guo et al.,, 2006; Shu et al., 2004). Différents travaux ont montré que le
complexe Ndel/Lis1/Dynein est impliqué dans le maintient du couplage entre le noyau et le
centrosome via les MT de la cage périnucléaire. La Dynéine peut également se fixer aux
membranes plasmidique et nucléaire constituant ainsi des points d’ancrages pour les MT.
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Deux modeles ont été proposés pour le réle de Dynéine dans la nucléokinése. Dans le
premier, les protéines Dynéines ancrées dans la membrane plasmique du processus guide
tirent sur les MT attachés au centrosome et au noyau, dans le deuxieme, I'activation des
Dynéines ancrées dans la membrane nucléaire entraine une pression sur le noyau qui se
déplace en direction du centrosome (Figure 11-C).

De facon cohérente, la perte de fonction de Lisl s’accompagne d’une absence de
mouvement du noyau et du centrosome, de plus I'inactivation de Dynéine induite par ARN
interférent dans des neurones en migration induit un arrét de la progression du centrosome
montrant donc I'importance de ce complexe dans la nucléokinése (Tsai et al., 2007).

La protéine Doublecortine (Dcx) peut jouer également un role dans ces phénomeénes de part
sa fonction de stabilisatrice des MT et de son emplacement sur le réseau de MT entre le
noyau et le centrosome. En effet, la surexpression de Dcx a pour conséquence une
augmentation du couplage entre le noyau et le centrosome, alors que le modele murin KO
de Dcx présente un défaut de dynamique de la nucléokinése des interneurones en migration
(Bai et al., 2003) (Kappeler et al., 2006; Koizumi et al., 2006a).

Toute fois, il est peu probable que les forces de tractions et de pression des MT soient
suffisantes a la nucleokinese. Plusieurs études ont montré un enrichissement en F-actine et
en Myosine Il a I'arriére du noyau des neurones en migration et qu’un blocage de I'activité
ATPasique de la Myosine Il empéche la nucleokinése. Suggérant que la contraction des fibres
d’acto-myosines pousse le noyau vers |'avant (Bellion et al., 2005; Schaar and McConnell,
2005).

L'importance de ces acteurs moléculaires du réseau de MT dans ces processus de migration
tangentielle a été également confirmée par certaines études montrant que la perturbation
de sa dynamique a des conséquences sur le processus « guide » et d’orientation de la
migration. Ainsi la déplétion de protéines associées aux microtubules telles que Lis1 (Gopal
et al., 2010) et Doublecortine (Dcx) (Friocourt et al., 2007; Kappeler et al., 2006) ou de leurs
régulateurs en amont p35/Cdk5 (Rakic et al., 2009; Tanaka et al., 2004) entraine des défauts
de branchement et d’orientation des neurones en migration.

1.2.2 Migration radiaire

Une fois générés dans les ZV ou ZSV, les neurones pyramidaux entreprennent une migration
perpendiculaire a la surface du ventricule appelée migration radiaire. lls prennent pour
matrice les prolongements de la glie radiaire qui vont leur permettre de rejoindre leur
destination finale dans la plaque corticale.

Deux types de migrations radiaires sont entrepris par les neurones pyramidaux: (i) la
translocation nucléaire durant les étapes précoces du développement, puis (ii) une migration
plus complexe en quatre étapes effectuées par la majorité d’entre eux.
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a- La translocation nucléaire.

Ce type de migration radiaire est entrepris par les neurones générés précocement au stade
E12-E13 du développement chez la souris alors que le mur cortical est encore suffisamment
fin pour que les neurones puissent étendre leur processus antérieur jusqu’a la surface piale
et puissent s’y ancrer. Le noyau entreprend alors un mouvement continu et régulier en
direction de I'extrémité apicale du neurone et ainsi raccourcit le processus antérieur ancré a
la surface piale, jusqu’a atteindre la partie supérieure du mur cortical et former ainsi la pré-
plague. Ce mode de migration est aussi appelé translocation somale car c’est le soma dans
sa totalité qui migre ainsi et pas seulement le

’ , . . Nuclear translocation Locomotion
noyau. Il s’agit d’'un mode de migration Plal sixfae

indépendant de la glie radiaire (Figure 12) (Book
et al., 1991; Brittis et al., 1995; Morest, 1970;
Nadarajah et al., 2001).

Avec I'épaississement du mur cortical au cours du

temps, les neurones sont dans lincapacité

d’étendre un processus jusqu’a la surface piale et

ne peuvent donc plus utiliser la translocation o1
nucléaire pour rejoindre la plaque corticale. lls se
servent alors des processus de la glie radiaire pour
guider leurs mouvements lors de leur migration

par locomotion (Figure 12).

Tres peu de cellules neuronales vont simplement

E15-E16

directement migrer de la ZV/ZSV vers le cortex
apres la neurogenese. A 'inverse, cette migrationva o

. . i Figure 12: Modes de migration des neurones
se faire en quatre différentes étapes pendant pyramidaux.
I Il I llul von ntreprendr
esquelles les cellules vont entreprendre des (D'aprés Gupta et al,, 2002)
changements morphologiques drastiques.

b- La migration en quatre étapes

Les étapes de cette migration ont été décrites par Noctor et coll. en 2004 grace aux
expériences décrites précédemment (voir section 1.1.3-b-(ii)) (Figure 13-A,-B)

(i) Initiation de la migration
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Dans un premier temps les neurones nouvellement générés par la glie radiaire adoptent une
forme bipolaire. Ils vont rester environ 10h dans la ZV chez la souris avant de rejoindre la
partie apicale de la ZSV (Figure 13-A,-B).

(ii) Phase multipolaire

Arrivés dans la ZSV, ils arrétent alors de migrer et acquiérent une morphologie multipolaire.
Les neurones restent a ce stade entre 24 et 36h (Noctor et al., 2004; Tabata and Nakajima,
2003) créant ainsi une nouvelle zone appelée ZAM (Zone d’Accumulation Multipolaire). lls
ont alors un comportement tres dynamique, changeant fréquemment d’orientation et
projetant et rétractant de nombreux processus. (Figure 13-C)

En 2003, Tabata et Nakajima ont montré qu’environ 80% des cellules multipolaires générées
dans la ZV par les GR et s’accumulant dans la ZAM sont capables de se déplacer tout en
continuant a projeter et rétracter des processus. Ces cellules bougent lentement dans
différentes directions, et changent de direction fréquemment, tout en tendant a se diriger
vers la surface piale. Leurs mouvements sont tres irréguliers car les cellules peuvent rester
immobiles pendant des heures entre deux phases de migration, ainsi alors que leur vitesse
moyenne quand elles sont en migration est de 4,4um/h, la distance moyenne parcourue par
heure n’est que de 2,2um.

lIs ont pu également observer que les cellules multipolaires effectuent des sauts tangentiels.
Un des processus tangentiels s’épaissit transitoirement et le corps cellulaire transloque dans
la direction de celui-ci. Finalement la cellule reprend sa forme multipolaire d’origine (Tabata
and Nakajima, 2003).

De part le tres grand nombre de neurones passant par le stade multipolaire, ce mode
migratoire transitoire peut jouer un réle important dans le développement du cortex.

Alors que la translocation nucléaire et la locomotion sont restreintes dans leur expansion
tangentielle soit par I'ancrage a la surface piale des neurones pour la premiére, soit par la
nécessité de suivre la GR pour la seconde; la migration multipolaire permet aux neurones
pyramidaux d’effectuer une migration tangentielle (Figure 13-C). On peut rapprocher
I’extension et la rétractation dynamique des multiples processus au phénomeéne de
branchement du processus guide des interneurones lors de la migration tangentielle et donc
a la recherche de signaux attractifs, qui une fois repérés par le neurone, promeuvent la
reprise de la migration tangentielle.
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Figure 13 : Migration radiaire en quatre étapes.

(A) Schéma représentant la migration en quatre étapes d’un neurone pyramidal. (B) Observation par vidéo-microscopie
d’un neurone pyramidal au cours de sa migration, de sa génération par la glie radiaire a son arrivée dans la plaque cortical.
(D’apres Noctor et al., 2004). (C) Observation par vidéo-microscopie d’un neurone pyramidal en migration pendant la phase
multipolaire. (D’apres Tabata et al., 2003).

(iii) Phase rétrograde

Dans un troisieme temps les cellules vont étendre un processus en direction de la surface du
ventricule et le corps cellulaire effectuer un mouvement vers le ventricule. Ce mouvement
rétrograde concerne environ 60% des cellules chez la souris d’aprés Noctor et coll., 2004 et
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est entrepris également par les neurones générés par les progéniteurs intermédiaires dans la
ZSV. Les cellules contactent la surface du ventricule et gardent ce contact environ dix heures
avant de reprendre leur migration en direction de la plaque corticale. (Figure 13-A,-B)

(iv) Migration radiaire par locomotion

Pour reprendre leur migration vers la PC, les neurones adoptent alors de nouveau une
morphologie bipolaire en inversant leur polarité et en étendant un processus principal en
direction de la surface piale, I'ancien processus guide en direction du ventricule devient le
processus postérieur (Figure 13-A,-B). Le processus de migration par locomotion est
intermittent, les phases d’expansion du processus antérieur alternent avec celles d’avancées
du noyau et du soma.

Les neurones générés dans la ZV par les GR migrent plus rapidement que ceux générés dans
la ZSV par les Pl (6,4 £ 0,7 um/h versus 4,1 + 0,6 um/h)(Noctor et al., 2004).

Le nouveau processus postérieur du neurone en migration s’allonge considérablement en
poussant de facon tangentielle dans la ZV. Ces prolongements sont considérés comme des
axones de part leur morphologie et leur trajectoire. Beaucoup des neurones en début de
migration possédent ce type de prolongements axonaux et vont les maintenir dans la ZV
tout au long de leur migration. Ces axones vont se retrouver ultérieurement dans la matiere
blanche (Figure 13-B). Ce mode de pousse axonal se différencie de celui des interneurones
qui n’étendent leurs axones qu’apres avoir atteint leur position définitive dans le cortex.

Une fois atteint les couches superficielle du cortex, les processus guides s’ancrent a la
surface piale, puis les neurones effectuent une translocation nucléaire et se détachent de la
glie radiaire (Nadarajah et al., 2001).

c- Migration inside-out et mise en place de la lamination corticale

Le cortex des mammiferes est constitué de six couches de neurones qui ont des
morphologies et des spécificités fonctionnelles distinctes. La lamination de cette structure
est intimement liée a la migration radiaire des neurones pyramidaux.

Chez la souris a E11, la premiére vague de neurones générés sortent de la ZV et forment la
premiere couche neuronale appelée la pré-plague. Vers E13, une seconde vague de
neurones va diviser la pré-plague en deux structures : la zone marginale superficielle et la
sous plaque plus profonde (SP). La couche créée entre ces deux structures est appelée la
plaque corticale (PC). La zone entre la ZV et la PC, qui ne contient pas de progéniteurs
neuronaux ni de neurones en position définitive est appelée la zone intermédiaire (ZI). Entre
E14 et E18 des vagues successives de neurones pyramidaux vont quitter la ZV, rejoindre la
PC pour former les différentes couches corticales en dépassant toujours les neurones ayant
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migrés précédemment. Ainsi, les neurones générés précocement se retrouvent dans les
couches profondes du cortex alors que les neurones générés tardivement se retrouvent dans
les couches superficielles (Angevine and Sidman, 1961). Ce phénoméne de lamination
séquentielle est qualifié d’ « inside-out » en anglais (Figure 14).
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Figure 14 : Formation des couches corticales.

Etapes développementales importantes de la formation des couches corticales chez la souris illustrant le mode de
migration «inside-out » des neurones pyramidaux. (d’aprés Gupta et al., 2002).

Il est considéré que les interneurones s’integrent également dans les différentes couches du
cortex par le méme mécanisme de migration « inside out » avec les interneurones précoces
occupant les couches profondes et les interneurones tardifs se situant dans les couches
superficielles (Lopez-Bendito et al., 2004; Rakic et al., 2009; Valcanis and Tan, 2003).
Néanmoins, il existe des exceptions a cette regle, les interneurones précoces occupent
majoritairement la couche V comme attendu, mais on les retrouve aussi de facon minoritaire
dans les couches Il et Il (Yozu et al., 2004). De plus il a été montré chez le rat que les
interneurones exprimant la parvalbumine ne suivent pas ce schéma alors que les
interneurones calretinine positifs suivent a I'inverse un schéma de migration « outside-in»
(Rymar and Sadikot, 2007). Il apparait clairement que le site de destination des
interneurones ne dépend pas seulement du moment auquel ils ont été générés mais aussi
de leurs types et de leur lieu d’origine.
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1.3 La différenciation neuronale

1.3.1 Organisation corticale

Le cortex mature chez ’homme et chez la souris est organisé en six couches (Figurel5):

- La couche | ou couche moléculaire, pauvre en cellules nerveuses, elle est constituée surtout
de cellules gliales et de fibres nerveuses ayant un trajet paralléle a la surface corticale.

- La couche Il ou couche granulaire externe, essentiellement constituée de petits neurones
inhibiteurs.
- La couche lll ou couche pyramidale externe, contient la majorité des neurones pyramidaux.

Les axones de ces neurones forment les fibres intra et interhémisphériques (ou
commissurales) tandis que les dendrites apicales atteignent la couche moléculaire.

- La couche IV ou couche granulaire interne, est formée de petits neurones non pyramidaux,
représentés essentiellement par des cellules étoilées.

- La couche V ou couche pyramidale interne, contient des neurones pyramidaux dont les
dendrites apicaux se projettent soit dans la couche |, soit dans la couche IV.

- La couche VI ou multiforme est la source principale de neurones qui se projettent dans le
thalamus. Elle est également a I'origine des fibres commissurales et des fibres d’association.

Figure 15: Les couches du cortex cérébral

Couche moléculaire humain

Couche granulaire

Disposition des éléments cellulaires révélés par
externe

des colorations au Golgi (imprégnant les neurones
| en totalité), au Nissl ( corps cellulaire) et au
Weigert (fibres nerveuses). (D’aprés Gray's
Couche pyramidale anatomy, 39°™M¢ édition)
externe

Couche granulaire
interne

Couche pyramidale
interne

Couche multiforme
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1.3.2 Les interneurones

La différenciation des interneurones se fait dans le cortex apres leur arrivée a destination.
Les interneurones forment alors principalement de nombreuses connexions synaptiques
avec les neurones avoisinants formant les microcircuits neuronaux locaux.

Aprés maturations, ils manifestent des traits communs tels que I'expression du GABA,
I’extension de dendrites sans épines ou la capacité de recevoir des synapses a la fois
inhibitrices et excitatrices. A I'opposé, ils développent surtout des caractéristiques
spécifiques a des niveaux morphologiques, moléculaires et synaptiques. Ainsi, si on divise les
interneurones du point de vue de leurs morphologies dendritique, axonale et somatique, on
peut distinguer dix groupes (dont un excitateur). Ces groupes sont plus ou moins enrichis
suivant les especes, les régions du cerveau et dans les différentes couches corticales
(Callaway, 1998; DeFelipe, 2002; Jones, 1975; Markram et al., 2004) (Figure16).
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Small basket cell
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Figure 16 : Diversité des interneurones

(A) Schéma résumant les principaux groupes anatomiques d’interneurones. (B) Enrichissement des différents types
d’interneurones dans les couches corticales de rat. (D’aprés Markram et al., 2004)

Ces groupes morphologiques expriment des compositions variées de neuropeptides et de
canaux ioniques créant ainsi une diversité neuronale trés importante aux caractéristiques
électrophysiologiques différentes. Ainsi on peut dénombrer environ 50 types électro-
anatomiques d’interneurones permettant un nombre gigantesque de types de connexion
interneurones - neurones pyramidaux ou entre interneurones différentes (Markram et al.,
2004).
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1.3.3 Les neurones pyramidaux

Arrivés dans leurs couches de destination du cortex, les neurones pyramidaux vont déployer
leur réseau dendritique et acquérir leur morphologie typique en forme de pyramide
(Figure17-A). Leurs axones continuent a s’étendre pour former des connexions avec d’autres
régions du cortex ou des régions extra-corticales. Selon ce critere hodologique, on peut
décrire trois classes principales de neurones de projection (Figurel7-B):

- les neurones de projection callosale : ce sont des neurones de petite ou moyenne taille
présents dans les couches Il ,III,V et VI qui projettent un axone a travers le corps calleux pour
rejoindre les couches corticales de I'autre hémisphére. Ces neurones peuvent aussi
entreprendre des doubles projections avec d’autres aires striatales ou corticales.

- les neurones corticothalamiques : principalement présents dans la couche VI et en plus
petit nombre dans la couche V, ces neurones projettent leur axones vers différents noyaux
du thalamus.

-les neurones de projection sous-corticale : disposés dans la couche V, ces gros neurones
pyramidaux étendent leurs axones vers le tronc cérébral et la moelle épiniére. Parmi eux, les
neurones corticotectaux projettent premierement vers les colliculi puis secondairement
dans les pons, les neurones corticopontiques projettent directement dans les pons et enfin
les neurones moteurs corticospinaux dont les projections atteignent la moelle épiniére
(Molyneaux et al., 2007).

A B

a Commissural; callosal projection neurons Figure 17: Morphologie et diversité des
/0=V— projections des neurones pyramidaux.

(A) Morphologie caractéristique d’un neurone
pyramidal. (D’aprés Cajal, 2011). (B) Classes
principales de projection des neurones
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Des études d’expression comparative des neurones pyramidaux des différentes couches
corticales ont été entreprises avec l'aide de co-immunomarquages ou de souris
transgéniques exprimant la GFP sous le controle de promoteurs spécifiques des couches et
des lignées neuronales. Elles ont mis en évidence un grand nombre de génes ayant des
expressions différentielles dans les différentes couches du cortex ou les sous types de
neurones pyramidaux et permettent ainsi de nouvelles classifications de ces neurones. Par
exemple les génes Cux1, Cux2 et Tbrl sont fortement exprimés dans les couches II/Ill et IV
(Nieto et al., 2004; Zimmer et al., 2004), mais Tbrl est aussi fortement exprimé par les
neurones a projection corticothalamique de la couche VI (Hevner et al., 2002; Hevner et al.,
2001). A linverse, S100A10 est spécifique des neurones a projection sous-cérébrale de la
couche V de l'isocortex mais disparait aux stades post-nataux (Arlotta et al., 2005) (Figure
17-C, Shoemaker).

Ces données associées a celles concernant les interneurones reflétent I'extréme complexité
de la diversité des neurones corticaux et de leur connectivité qui ne sont encore que
partiellement connues.

Tous les processus cellulaires qui viennent d’étre décrits sont controlés par des programmes
génétiques relayés par une régulation de I'expression de protéines notamment de protéines
de structures de la cellule. Dans cette deuxiéme partie nous présentons les composants
essentiels du cytosquelette que sont les microtubules ainsi que plusieurs des protéines
interagissant avec eux dont certaines sont impliquées dans les pathologies du
développement cortical.
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2. Le réseau de microtubules

Les microtubules (MT) sont I'un des composants du cytosquelette avec les filaments d’actine
et les filaments intermédiaires. lls forment un réseau qui est a la base de nombreuses
fonctions cellulaires essentielles tel que le controle de la morphologie de la cellule, le
trafique intracellulaire dont ils sont la matrice ou encore la division cellulaire. Formant des
cylindres polarisés de 25nm, ils sont généralement ancrés a leurs extrémités (-) au centre
organisateur des MT (souvent confondu avec le centrosome) et leurs extrémités (+)
s’étendent vers le cortex cellulaire. L'extrémité (+) est extrémement dynamique et en
constante balance entre un état de polymérisation, dans lequel le MT s’étend, et un état de
catastrophe ou il se rétracte (Figurel8).

Catastrophe

Y

A

Rescue

6 GTP-tubulin

8 GDP-tubulin

Figure 18 : Les microtubules, une structure dynamique.

Les microtubules oscillent entre un état de polymérisation et de catastrophe. Les hétérodimeres de tubulines qui
s’incorporent au microtubule en extension sont liés a une molécule de GTP, une fois incorporées ils I’échangent contre une
molécule de GDP. (D’apres Jaglin et Chelly, 2009)

2.1 Les sous unités a- et 3-tubulines

2.1.1 Geénes des tubulines

Les microtubules sont composés d’hétérodiméres de tubulines a et B qui, assemblés les uns
aux autres, forment un tube de 13 proto-filaments. Les tubulines a et B sont les unités
structurelles des MT et forment deux familles de génes trés conservées au cours de

44



I’évolution. Ainsi, la protéine humaine tubuline B3 présente 99% d’homologie avec ses
orthologues murin et du xénope.

Il y a de multiples copies des génes tubulines dans les génomes de la souris et de I’'Homme.
Ces génes comprennent 4 exons codants, leur ADN codant est environ de 1500pb et les
protéines de 450 acides aminées. La nomenclature de cette famille de génes a beaucoup
évoluée ces dernieres années avec les avancées du séquencage des génomes. On retrouve
actuellement dans les bases de données la présence de 8 génes de tubulines a et 8 génes
codant les tubulines B chez la souris. Chez 'homme, les tubulines a et B sont codées
respectivement par 10 (dont un annoté comme pseudogéne) et 9 génes (Tableaul).

Homo sapiens Mus musculus

Alpha Référence Chr Alpha Référence Chr
TUBAIA| NM_006009 12 Tubala | NM_011653 15
TUBAIB | NM_006082 | 12 Tubalb | NM_011654 |15

TUBAIC| NM_032704 | 12
TUBA3C| NM_006001 13
TUBA3D| NM_080386 2
TUBA3E| NM_207312 2

Tubalc | NM_009448 | 15

Tuba3a | NM_009446 | 6

Tuba3b | NM_009449 6

TUBA4B| NR_018943 2 Tuba8 | NM_017379 | 6
TUBA8 | NM_018943 | 22 Tubal3 [NM_001033879| 13

TUBAL3 | NM_024803 | 10

Béta Référence Chr Béta Référence Chr
TUBB
(TUBBS)| NM_178014 g Tubbl |NM_001080971| 2
TUBBI1 NM_030773 | 20 Tubb2a | NM_009450 | 13
TUBB2A| NM_001069 6 Tubb2b NM_023716 13

TUBB3 | NM_006086 | 16
TUBB4A | NM_006087 | 19
TUBB4B| NM_006088 | 9

TUBB6 | NM_032525 | 18

TUBBS | NM_177987 | 10 Tubb6 | NM_026473 |18
TUBAL3 | NM_024803 | 10

Tubb4a | NM_009451 | 17

Tubb4b | NM_146116 2

Tubb5 NM_011655 | 17

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des génes codant les sous-unités tubulines chez 'homme et la souris.
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Ces différentes sous-unités sont également trées homologues entre elles au sein d’'une méme
espéce, les divergences étant concentrées principalement dans le domaine C-ter de la
protéine. Ainsi, chaque sous-unité a chez 'homme partage au minimum 72% d’identité
protéique avec les autres sous-unités a avec un taux d’homologie supérieur a 99% pour
certaines d’entre elles (Khodiyar et al., 2007). Dans la famille des tubulines B, la tubuline B 3
(appelée aussi Tujl chez la souris) se caractérise par quelques acides aminés
supplémentaires a I'extrémité C-terminal qu’on ne retrouve pas dans les autres sous unités.

2.1.2 Structures

Les études de structure de la tubuline ont mis en évidence trois grands domaines
fonctionnels (Lowe et al., 2001; Nogales et al., 1999; Nogales et al., 1998 ) (Figure 19):

- Le domaine N-terminale (acides aminés 1 a 205) qui comprend le domaine d’interaction
avec le nucléotide GTP/GDP. Pour la tubuline B, qui posséde une activité GTPasique, ce site
actif est appelé E (pour Echangeable) alors que pour la tubuline a qui est incapable de
transformer le GTP en GDP, ce site est nommé N (pour Non-échangeable)

- Le domaine intermédiaire (206-385) est impliqué dans les liaisons longitudinales entre
I’hétérodimére de tubulines a et B et latérales entre les protofilaments

- Le domaine C-terminale (386-c-ter) est le siége des interactions avec les protéines
associées aux microtubules (MAP) et les protéines motrices telles que les Dynéines et les
Kinésines. En effet les modélisations en 3 dimensions le place sur la face extérieure des
microtubules. L'extrémité de ce domaine est la queue terminale qui ressort de la face
externe du MT.
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Figure 19 : Structure protéique des tubulines.

Séquences en acide aminé des tubulines a et B. Les hélices a (H1 a H12) sont représentées en rouge et les feuillets f B1 a
B10 en bleu. Les boucles sont symbolisées par la ligne jaune. Les limites des trois domaines protéiques sont indiquées par
des fleches vertes. (D’aprés Nogales et al., 1998)
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2.1.3 Profil d’expression

De part ’homologie des protéines de tubulines décrites précédemment, il n’existe qu’un

seul anticorps spécifique d’'une sous unité tubuline: la tubuline PB3. Les études de

I'expression des sous unité tubulines sont souvent limitées a des études au niveau

transcriptionel. En complément des données disponibles dans les bases de données

(http://genome.ucsc.edu, http://www.ensembl.org), nous avons entrepris au laboratoire

une étude d’expression différentielle des sous unités tubulines dans différents extraits de

tissus humains : cerveaux feetal et adulte, cortex, cervelet, fibroblastes, rein et foie (Tableau

2).
Cerveau | Cerveau

foetal Adulte | Cortex | Cervelet [Fibroblastes| Reins | Foie | Coeur
Alpha
TUBA1A +4+++ +++ ++ +++ FH++ o ¥ -+
TUBA1B ++ ++ + o ++ + + +
TUBA1C +++ +++ ot +H+ -t ||
TUBA3C ++ + + + + ¥ s +
TUBA3D - + - E s . . "
TUBA3E / / / / / [ |/ /
TUBA4A / / / / / / / /
TUBA4B / / / / / [ |/ /
TUBAS8 ++ +++ ++ ++ ++ + + ++
TUBAL3 - - - - + - - -
Béta
TUBB
(TUBBS) ++++ +++ ++ ++ ++++ bt [ | At
TUBB1 + + + + ¥ = g @
TUBB2A +4+++ +++ ++ ++ o+ + 23 +
TUBB2B +++ et + ++ + + = +
TUBB3 ++++ +++ ++ ++ +++ # - #
TUBB4A A + + + 2 & g i
TUBB4B +++ +++ ++ ++ 4+ | [
TUBB6 s ++ ++ + ++++ H |+ F++
TUBBS / / / 2 / / / /

Tableau 2 : Profiles d’expression des sous-unités tubulines a et 8 chez ’'homme.

Les sous-unités ayant été impliquées dans des pathologies du SNC chez ’'homme sont surlignées en gras. Les ( /) signifie
que les expériences n’ont pas pu donner de résultats satisfaisants a ce jour. (Données du laboratoire)
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Nous avons pu observer des profils d’expression trés variés. Certaines sous-unités semblent
ubiquitaires comme TUBA1C ou TUBB4B alors que d’autres semblent spécifiques au systéme
nerveux comme TUBB2B ou TUBB4A. On peut aussi constater qu’il y a une grande diversité
de tubulines exprimées dans les cerveaux foetal et adulte comparés au foie ou aux reins dans
lesquels peu de différentes sous-unités sont exprimées. Enfin, certaines isoformes de
tubulines peuvent étre spécifiquement exprimées dans un type cellulaire particulier dans un
tissu comme la tubuline B3 exprimée dans les neurones mais pas (ou trés faiblement) dans
les glies radiaires.

2.1.4 La voie d’hétérodimérisation

La voie de repliement et d’hétérodimérisation des tubulines comprend une série de
protéines chaperonnes dont la fonction est de facilité I'assemblage de I’'hétérodimére a-p.
Les tubulines a et B sont d’abord capturées et stabilisées par la préfoldine (PFD), qui agit
comme une navette pour transférer les protéines a la chaperonine cytosolique (CCT) avec
lagquelle elle interagit. CCT permet des repliements des tubulines via un ou plusieurs cycles
d’hydrolyse de I’ATP. Les protéines sont alors pris en charge par une série d’autres protéines
chaperonnes : TBCB et TBCE, qui prennent en charge la tubuline a alors que TBCA et TBCD
prennent en charge la tubuline B afin de former un super complexe comprenant les
tubulines et deux protéines chaperones TBCD et TBCE auxquelles s’ajoute une troisieme
TBC : la TBCC. La TBCC permet I'hydrolyse du GTP en GDP par la tubuline B qui agit comme
un signe de libération de I’"hétérodimere de tubuline a-p.

Pour étre prét a étre incorporé au protofilament, il faut que la tubuline B échange le GDP
pour un GTP. Il sera ensuite de nouveau hydrolysé lors de la polymérisation, ce qui aboutit a
un MT ayant une extrémité (+) présentant du GTP et le reste de la longueur du MT lié aux
molécules de GDP. (Figure 20, Jaglin, 2009).

TBCB
- -]
PFD CCT/u \‘ TBCC
-6 .0 mm-
TBCE E a S a
CCT+GTP+ATP
T D
. o Eq O B D ﬁ aTh QP
N A
Supercomplex
PFD ceTip N

M’
\

TBCA

Figure 20 : Voie d’hétérodimeérisation des tubulines.
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2.2 Les modifications post-traductionnelles

Les MT sont aussi caractérisés par d’importantes modifications post-traductionnelles qui
permettent de moduler et de diversifier leurs caractéristiques fonctionnelles. Le domaine C-
terminal, et particulierement les derniers acides aminés des tubulines exposés a la surface
du MT sont le lieu de la majorité de ces modifications (Figure 21, Garnham).

Glycylation/
- Deglycylation
A2-tubulin Tyrosination/ . y¢ d Phosphorylation
Detyrosination =
g £ Do ~E EM‘/
Phosphorylation -, Y T S

Glycylation/ — E < Glutamylation/ Glutamylation/
Deglycylation é p Deglutamylation Deglutamylation

Exterior

. \ /‘ Interior

Acetylation/
Deacetylation

Figure 21 : Modifications post-traductionnelles des tubulines

Ce schéma représente les différentes modifications post-traductionnelles ayant lieu sur les tubulines a (en vert) et B (en
bleu) ; la queue du domaine C-terminale est représentée en rouge. (D’aprés Garnham et al,. 2012)

Toutes ces modifications post-traductionnelles peuvent étre combinées pour donner une
plus grande diversité protéique a la famille des tubulines. Il est proposé que ces
modifications forment un «code tubuline» biochimique qui peut étre « lu » par différents
facteurs qui interagissent avec les MT tels que les protéines associées aux MT (MAP) ou les
protéines motrices Kinésines ou Dynéines (Verhey and Gaertig, 2007).
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2.2.1 Les cycles de détyronisation-tyrosination.

En 1973, Barra et coll. ont rapporté I'addition d’une tyrosine a une protéine abondante dans
un extrait protéique de cerveau qgu’ils identifient plus tard comme étant une tubuline (Barra
et al., 1974; Barra et al., 1973). Des études suivantes montrent que la plupart des tubulines
o ont comme dernier acide aminé une tyrosine qui peut étre soumise a des cycles de
détyrosination et de re-tyrosination (Russell et al., 1984; Sherwin et al., 1987). Le produit de
la détyrosination est appelé Glu-tub car le dernier acide aminé est alors un acide glutamique.
Cette forme de tubuline a est enrichie dans les MT stables de longue durée ayant une
demie-vie de 16 heures environ. Les tubulines tyrosinées (ou Tyr-Tub) sont retrouvées
principalement dans les microtubules dynamiques ayant une demie vie d’environ de 3 a 5
minutes (Webster et al., 1987). La différence de stabilité des Glu-Tub et Tyr —Tub n’est pas
due directement au changement d’acide aminé par lui-méme, mais aux modifications de
liaison avec les protéines de régulation de la dynamique des MT qu’elle entraine (Peris et al.,
2006; Peris et al., 2009). La tyrosination se produit principalement sur les tubulines a
solubles (Szyk et al., 2011).

Le produit de la détyronisation (Glu-Tub) peut lui aussi étre modifié par I'enlevement de
I'acide glutamique terminal formant une A2-Tubuline. Cette forme de A2-tubuline est tres
abondante dans les neurones. Elle ne peut pas étre reconvertie en Glu-tub ou en Tyr-Tub et
est donc ainsi retirée du cycle de tyronisation-détyrinisation (Paturle-Lafanechere et al.,
1991).

Différentes études ont montré que la présence ou I'absence de la tyrosine peut jouer le réle
d’interrupteur « ON -OFF » pour le recrutement de régulateurs de la dynamique des MT. Par
exemple, la protéine MCAK (mitotic centromere associated kinesin) dépolymérise
préférentiellement les Tyr-MT contribuant par la méme a la vie courte de ces MT (Peris et
al., 2009). De plus, la tyrosination est nécessaire au recrutement de proteines se liant
spécifiqguement aux extrémités (+) des MT tels que Cytoplasmic Linker protein170 (CLIP170) ou
p150Glued (Gupta et al., 2010). Enfin, dans les neurones, la tyrosination agit comme un
signal négatif sur la Kinésine 5 et ainsi, I'empéche de rentrer dans les dendrites riches en Tyr-
Tub (Konishi and Setou, 2009).

2.2.2 L’acétylation

L'acétylation a lieu uniquement sur les tubulines a et est un phénomene réversible
(L'Hernault and Rosenbaum, 1983, 1985a, 1985b). Les MT acétylés sont associés aux MT a
vie longue notamment dans I'axoneme des cils et dans les axones (Gaertig et al., 1995;
Hammond et al., 2010). Des études ont prouvé que |'acétylation est une conséquence et
donc un marqueur de la stabilité des MT et non l'inverse (Webster and Borisy, 1989).
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Contrairement aux autres modifications post-traductionnelles, I'acétylation a lieu dans le
domaine N-terminal sur la lysine en position 40 dans une boucle prédite pour étre dans la
lumiere du MT (Nogales et al., 1998). Toutefois il n'est pas impossible que lors de
I'assemblage des hétérodimeres la boucle soit réarrangée et présente la Lysine 40 a
I'extérieur du MT. En effet le positionnement dans la lumiere est remis en doute par des
études montrant que l'acétylation avait un effet sur la vitesse du transport protéique
intracellulaire sur la surface des MT ainsi que sur la liaison de la Kinésinel a ceux-ci (Reed et
al., 2006).

2.2.3 Polyglutamylation et polyglycylation

La polyglutamylation et la polyglycylation sont des modifications post-traductionnelles tres
répandues qui conduisent a I'addition d’une chaine de tailles variables d’acides glutamiques
ou de glycines a la queue c-terminale des tubulines a ou B. Elles se produisent sur les
tubulines déja intégrées au MT au niveau de glycines ou d’acides glutamiques de la queue c-
terminale (Regnard et al., 1998). La polyglutamylation est fréquente dans les MT neuronaux
ainsi que dans les MT stables (Audebert et al., 1993). La distribution des MT polyglycylés est
plus restreinte, on les retrouve principalement dans MT stables des cilles et des flagelles
(Redeker et al., 1994).

Les sites de polyglutamylation se situent prées des sites de liaisons des protéines motrices et
des MAP, il est donc cohérent qu’il ait été montré que la suppresion de la polyglutamylation
entraine une diminution de la motilité des moteurs moléculaires Kinésines et Dynéines
(Wang and Sheetz, 2000). De plus, la longueur de la chaine polyglutamylée a un impact sur la
liaison avec les MAP. Ainsi MAP1B, MAP2 et Tau ont une affinité plus grande avec les chaines
de 1 a 3 acides glutamiques alors que MAP1A préfere les MT présentant de plus longues
chaines d’acides glutamiques (Bonnet et al., 2001).

2.3 L’hypothese multi-tubuline

L’hypothése « multi-tubuline » propose que derriere I'apparente identité des différentes
sous-unités tubulines peut se cacher des spécificités cellulaires et fonctionnelles particulieres
aux différentes isoformes (Cleveland, 1987). Ainsi, bien que toutes les isoformes de
tubulines puissent remplir les méme fonctions basiques, telle que s’hétérodimeériser avec
n’importe quelle autre sous-unité ou s’incorporer au réseau de MT en interphase (Lewis and
Cowan, 1988), différentes études tendent a confirmer la spécificité fonctionnelle des sous-
unités que laisse déja apercevoir leurs différents patrons d’expression.

La non-interchangeabilité des sous-unités tubuline a été montrée chez la drosophile qui ne
comprend que trois sous-unités B. L’inactivation de la tubuline B2 dans la lignée germinale

male qui n’exprime que cette sous unité, entraine des défauts de I'axoneme et du fuseau
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mitotique. Seule la ré-rexpression de la sous unité P2 peut corriger ces défauts, la
surexpression de la sous unité B3 échouant a sauver le phénotype (Hoyle and Raff, 1990).

Récemment des expériences d’extinctions distinctes de différentes sous-unités de tubulines
B ont été entreprises dans une lignée différenciée de neuroblastome humain et ont montré
I"apparition de trois phénotypes cellulaires différents. La sous expression de la tubuline f1
entraine une forte augmentation de la mort cellulaire, la B3 une diminution de 40% de la
longueur des neurites et la 2 a pour conséquence une disparition presque totale de ceux-ci
(Guo et al., 2010). Ces données suggérant que des réles fonctionnels uniques de chaque
sous-unité sont nécessaires a un développement neuronal convenable, sont en faveur de
I’hypothése multi-tubuline.

D’un autre coté, Niwa et coll. ont exploré les effets négatifs sur le transport axonal de la
surexpression de mutants du géne TUBB3 responsable d’'un syndrome oculomoteur associé
a une neuropathie chez 'homme (voir troisieme partie de I'introduction). Ills ont pu montrer
que l'effet délétére de ces mutations n’est pas spécifique de la sous-unité tubuline mais de
I'acide aminé qui est muté.

Ce concept de spécificité des sous-unités tubuline est donc toujours débattu et de nouvelles
études in vivo sont nécessaires pour tester cette hypothése dans les processus du
développement cortical.

2.4 Microtubules et morphogenese neuronale in vitro.

La morphogenese neuronale se déroule par des étapes successives, la formation de I'axone
précédant généralement celle des dendrites. Le modele le plus utilisé pour caractériser ces
phénoménes sont les neurones hippocampaux d’embryons de rat.

Apres attachement a la surface, le neurone développe de nombreux lamelipodes, puis
plusieurs processus courts morphologiquement identiques appelés neurites. L'un d’entre
eux s’étend alors plus rapidement et se développe en un axone alors que les autres
interrompent leur croissance. Le neurone casse alors sa symétrie et devient polarisé. Les
neurites restants vont reprendre leur extension quelques jours plus tard et deviennent des
dendrites branchés.

La neuritogenése, I'axonogenése et la dendritogénése, qui sont des événements cruciaux
pour l'acquisition de la polarité neuronale, reposent de facon importante sur I'organisation
et la dynamique des MT et du réseau d’actine (Figure 22-A)
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Figure 22 : Réorganisation des microtubules lors de la morphogenése in vitro.

(A) Réorganisation du réseau de microtubules lors des étapes de neuritogenése, axonogenése et dendritogenése d’un
neurone en différenciation en culture in vitro. (D’aprés Poulain et Sobel, 2010). (B) La stabilisation locale des microtubules
promeut la formation axonale. (B-A) neurone hippocampal de rat en culture, (B-B) 11 minutes apres photo-activation du
taxol en cage a la pointe du procéssus VI choisi de fagon aléatoire. (E,-F) Deux jours aprés activation, le processus VI est
devenu I'axone (fleche) qui exprime la protéine Tau-1 (rouge) mais pas MAP2 (verte). (D’aprés Witte et al., 2008)

2.4.1 Etape de l'acquisition de la polarité neuronale in vitro

a- Laneuritogenése

Durant I'apparition des lamélipodes, des MT vont les coloniser et former des «bundles»,
c'est-a-dire des paquets de filaments de MT assemblés tres stables. La stabilisation et la
polymérisation des MT acétylés vers la surface apicale du lamélipode permettent
I’élongation du lamélipode et sa transformation en neurite.

La stabilisation des MT est essentielle pour le choix du neurite qui deviendra I'axone. En
effet, en plus de la présence tres enrichie en MT stables dans les axones en comparaison des
dendrites, une étude a montré que la stabilisation locale des MT grace a la photo-activation
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de taxole de facon spécifique dans un neurite du choix de I'expérimentateur suffit a
transformer ce neurite en futur axone (Witte et al., 2008) (Figure22-B). Cette stabilisation
asymétrique des MT dans les neurites peut étre déclenchée par des signaux extracellulaires
ou par des composants intracellulaires tels que le positionnement du centrosome en face du
futur axone (de Anda et al., 2005).

b- L’axonogenése

L’élongation de I'axone est fortement dépendante, en plus de I'incorporation de nouvelles
structures membranaire, de I'addition de nouveaux polyméres de MT (Daniels, 1975).
L’élongation des MT a I'extrémité des axones se fait de deux facons: par l'incorporation
d’hétérodimeéres de tubuline a-B directement a I'extrémité (+) (Bamburg et al., 1986), ou par
le transport le long des MT de fragments de microtubules pré-assemblés du corps cellulaire
vers I'extrémité (+) de I'axone en croissance (Lasek, 1986) (Figure 22-A).

Les MT ont une organisation particuliere dans le cone de croissance. lls forment une
structure parallele et dense dans I'axone mais tendent a se séparer dans le cone de
croissance. lls adoptent une morphologie droite dans les cones de croissance en extension et
en forme de boucle dans ceux qui sont en pause (Gordon-Weeks, 2004). Les Tyr-Tub sont
enrichies dans le cone de croissance ou ils se lient aux structures d’actines et régulent leurs
formations et leur dynamique.

La polymérisation et la dépolymérisation des MT a l'extrémité de I'axone semblent
essentielles pour réguler le taux de croissance axonale (Yu et al.,, 1996). lls semblent
également cruciaux pour la guidance axonale puisque que le blocage de la dynamique des
MT empéche la redirection du cone de croissance en réponse a un signal de guidage (Buck
and Zheng, 2002).

Des branchements se forment sur les axones. Les observations au niveau de ces points de
branchements ont montré une augmentation du nombre de MT a ces endroits et leur
fractionnement en MT courts. Les fragments de MT envahissent le branchement en
formation et y effectuent des mouvements dans les deux sens (Dent et al., 1999) (Figure 22-
A). Les MT sont acétylés dans les régions proximales du branchement et tyrosinés en dystal,
indiquant que la polymérisation des MT a lieu a I'extrémité distale du branchement (Dent
and Kalil, 2001).

c- La dendritogenése

A la suite de I'axonogeneése, les autres neurites s’allongent pour former I'arbre dendritique.
Ce phénomene est accompagné d’une compléte réorganisation du réseau de MT. Alors que
les neurites non différentiées montrent des MT dont les extrémités (+) sont uniformément
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dirigées vers la partie distale, une seconde population de MT orientée a I'opposé apparait
dans les dendrites en formation. Par la suite les dendrites possedent une proportion
équivalente de MT avec des extrémités (+) dirigés vers le cone de croissance qu’en direction
du corps cellulaire (Baas et al., 1988) (Figure 22-A). Lors de I’élongation des dendrites, des
portions de microtubules préformés sont convoyés a I'extrémité des dendrites pour étre
assemblées aux MT principaux.

La bidirectionnalité des MT est essentielle a la formation des dendrites. En effet si on
empéche la réorientation des MT dans des neurones in vitro, les dendrites deviennent
incapables de se former correctement et certains d’entre eux acquierent des
caractéristiques morphologiques axonales (Sharp et al., 1997). Toutefois, cette bipolarité
semble réversible dans certains dendrites in vivo. Une étude a montrer que les MT
présentent une bipolarité aux étapes précoces du développement mais deviennent
principalement unidirectionnels dans les dendrites des neurones pyramidaux et
hippocampaux des cerveaux matures (Kwan et al., 2008).

Enfin, alors que lI'on pensait les épines dendritiques exemptent de MT, des études
confocales récentes ont montré que les MT y étaient présents, qu’ils y étaient tres
dynamiques et qu’ils sont nécessaires a leur formation (Gu et al., 2008; Hu et al., 2008;
Jaworski et al., 2009).

2.4.2 Dynamique des microtubules et morphogenése neuronale

Les phases de réorganisation du réseau de MT, nécessaires lors des différentes phases de
morphogenese neuronale, sont basées sur un contréle fin de leur homéostasie. Ce contréle
est médié a la fois par la promotion de la polymérisation ou de la dépolymérisation de
I'extrémité (+) des MT et aussi par la stabilisation du MT lui-méme (Figure 23, Conde, 2009).

a- Controle de la balance polymérisation-dépolymérisation

(i) La polymérisation

La famille des Collapsin Response Mediator Proteins (CRMP) est la principale famille protéique
identifiée comme facteurs de polymérisation des MT dans les neurones en développement.
Les 5 membres de cette famille présentent deux variants d’épissage A et B. lIs interagissent
tous directement avec les hétérodimeres de tubulines a-B libres ainsi qu’avec les MT avec
une plus faible affinité. lls sont tous exprimés presque exclusivement dans le systéme
nerveux avec des patrons d’expression spatio-temporels différents. Ainsi, CRMP-2A est
spécifiguement exprimé dans les axones apres polarisation alors que CRMP-2B est
ubiquitaire dans le neurone (Yuasa-Kawada et al., 2003). Les études sur CRMP-2 ont monté
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qu’il promeut I'assemblage des MT et augmente leur taux de croissance a leur extrémité (+)
(Fukata et al., 2002)(Figure 24). Son interaction avec la Kinésine-1 et son accumulation a
I'extrémité (+) des MT suggerent que CRMP-2 transporte les hétérodiméres aux extrémités
(+) et les incorpore directement aux extrémités en polymérisation des MT. CRMP-4A, quand
a elle, favorise la pousse et le branchement neuritique alors que CRMP-1B diminue la
longueur axonale (Deo et al., 2004; Quinn et al., 2003). Enfin, la surexpression de CRMP-5B
induit la formation de cones de croissance surnuméraires, ce qui semble ralentir I’élongation
neuritique (Hotta et al., 2005).

En outre des CRMP, d’autres facteurs de polymérisation ont été mis a jour. De facon
identique aux CRMP la guanin deaminase cypin se lie aux tubulines et promeut I'assemblage
des microtubules (Chen and Firestein, 2007). Enfin, la protéine RGS2, régulateur de la
signalisation des protéines G, est un promoteur de la polymérisation des microtubules et
accroit la pousse neuritique (Heo et al., 2006).

Minor processes
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Figure 23 : Organisation et régulation des microtubules dans I’axone en développement.

Les microtubules (MT) dynamiques sont représentés en bleu et les stables en mauve. (b) transport des hétérodimeres de
tubuline vers le cdne de croissance par KIF5C et CRMP2. (c) Des protéines comme CRMP2 promeuvent I'assemblage des MT
alors que MAP1B contribue au maintient de la dynamique des MT et KIF2 induit la dépolymérisation des MT. (d) montre la
machinerie protéique permettant I'ancrage des MT a la membrane et (e) illustre I'action protectrice de Tau contre la
déstabilisation des MT et I’émergence de branchements axonaux excessifs. (D’aprés Conde et al., 2009)
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(ii) La dépolymérisation

La dépolymérisation des MT (ou catastrophe) est un mécanisme important qui contrecarre
et compléete la polymérisation pour la régulation de la dynamique des MT. Elle est nécessaire
notamment pour la rétractation des neurites ou la réorganisation des branches.

Dans les neurones, des kinésines particulieres ont été mises en évidence comme des
facteurs majeurs de la dépolymérisation. Les membres de la super famille des kinésines sont
principalement des protéines motrices qui transportent des macromolécules ou des
organelles le long des MT. Parmi eux, KIF24 et les KIF2A,-B et —C, sont retrouvées enrichies
aux extrémités (+) et (-) des MT ou ils déclenchent leur désassemblage. Les protéines KIF2
sont transitoirement exprimées dans les neurones en développement et s’accumulent dans
les cones de croissance (Noda et al., 1995). L’analyse du KO murin révele un role important
de KIF2A dans la régulation des branchements axonaux. Dans les neurones invalidés pour
KIF2A les MT s’élongent trop loin et poussent ainsi en avant le cone de croissance
promouvant donc son extension. De plus, ils présentent une sur-élongation trop importante
des branchements axonaux. KIF2A semble donc réguler la dynamique des MT au cone de
croissance par dépolymérisation et supprime ainsi I'extension des branches axonales
collatérales (Homma et al., 2003).

b- Controle de la stabilité des MT

Le controle de la stabilité des MT est un processus majeur pour les changements
morphologiques que subissent les neurones, notamment dans |'établissement et le maintien
de la bipolarité. Plusieurs familles de protéines stabilisatrices sont exprimées dans les
neurones, la liste ci-dessous n’est pas exhaustive et décrit quelgues unes de ces protéines
parmi lesquelles les MAPs classiques, les protéines STOPs, Doublecortine et celles des
extrémités (+) sont les mieux caractérisées.

(i) Les MAPs classiques

Les Microtubule Associated Protein (MAP) sont des protéines associées aux MT appelées aussi
« MAP structurelles » qui se lient au réseau de MT et régulent sa polymérisation et sa
stabilité. Elles peuvent étre divisées en 3 familles : MAP1, MAP2 et Tau.
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- MAP1

Cette famille est composée elle-méme de trois membres : MAP1A, MAP1B et MAP1S. Les
proteines MAP1 régulent la stabilisation des MT et leur fasciculation en se liant a eux et en
formant des ponts entre eux (Halpain and Dehmelt, 2006).

MAP1B est exprimée trés tot dans le développement et est la premiere MAP structurelle a
étre exprimée par les neurones. Elle est présente dans tous les compartiments neuronaux
mais est enrichie dans les axones en croissance et dans leur cones de croissance ou elle
régule la pousse axonale (Bush et al., 1996). Le mode de fonctionnement de MAP1B sur la
dynamique des MT fait encore débat. Toutefois, on observe que des neurones
hippocampaux déplétés de MAP1B présentent un retard de formation de I'axone associé a
une baisse importante des Tyr-MT et une augmentation des Glu-MT suggérant que MAP1B
préservent les polymers de MT dynamiques dans les axones en croissance (Gonzalez-Billault
et al., 2001). A l'inverse, dans les neurones adultes de ganglions rachidiens la déficience en
MAP1B, entraine une augmentation du branchement des axones avec une augmentation
des MT acétylés et pas de variation des Tyr-MT (Bouquet et al., 2004). Ces discordances
peuvent étre expliquées par une compensation par MAP2 ou Tau car on observe une
augmentation de la liaison aux MT de ces protéines en réponse a l'inhibition de MAP1B
(Gonzalez-Billault et al., 2001).

- MAP2

La famille MAP2 se compose de deux groupes d’isoformes alternatives d’'un méme gene :
MAP2A et MAP2B spécifiquement exprimés dans le soma et les dendrites des neurones d’un
coté, et de I'autre MAP2C et MAP2D présents de fagcon ubiquitaire dans les neurones et les
glies. lls ont aussi un patron d’expression temporel différent : MAP2C est exprimé dans les
premieres étapes du développement, alors que MAP2B est présent aux stades
développemental et adulte. MAP2A s’exprime quand MAP2C commence a diminuer (Binder
et al., 1984; Chung et al., 1996; Garner et al., 1988). Les capacités de MAP2 a stabiliser les
MT, a augmenter leur rigidité et a promouvoir leur nucléation, lui conferent des fonctions
essentielles dans la morphogenése neuronale. L'inhibition de MAP2 dans les neurones
d’hippocampe et de cervelet empéche la croissance neuritique et axonale, si cette inhibition
a lieu aprés la formation des neurites, elle déstabilise les MT et réduit le nombre de neurites
(Caceres et al., 1992; Gonzalez-Billault et al., 2002). A I'inverse la sur-expression de MAP2
augmente les branchements axonaux (Fukata et al., 2002). Tous ces résultats montrent
I'importance de MAP2 dans de nombreux phénomeénes de morphogenése.
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- Tau

Tout comme MAP2, les six isoformes de la proteine Tau identifiées dans les neurones se lient
aux MT, les stabilisent, encouragent leur assemblage et permettent leur nucléation.
L'inhibition de Tau avant ou apres le début de la polarisation neuronale empéche la
formation de I'axone ou induit sa perte respectivement, indiquant un role crucial a la fois
dans la formation et le maintien de I'axone (Caceres and Kosik, 1990; Caceres et al., 1991;
DiTella et al., 1996). Plus récemment Tau a aussi été mis en évidence dans la formation des
branchements axonaux (Yu et al., 2008)(Figure 24).

Les protéines Tau et MAP1B semblent avoir une redondance fonctionnelle et pouvoir
compenser |'inactivation de I'un ou de I'autre car que le double KO montre des défauts plus
séveres que les modeles murin d’inactivation simple (Takei et al., 2000).

(ii) Les proteines STOP

Les protéines STOP (Stable-Tubule-Only-Peptide) ont été identifiées comme le facteur impliqué
dans la stabilité de certains MT au froid, propriété qui n’est pas conférée par les MAPs
classiques (Bosc et al., 1996; Job et al., 1982). Les différentes isoformes d’épissage N-STOP
(Neuronal adult STOP), E-STOP (Early STOP) et F-STOP (Fibroblastic STOP) ont des structures
différentes leur donnant des propriétés distinctes de liaison et de stabilisation des MT. Alors
qgue N-STOP et E-STOP s’associent aux MT a température physiologique, F-STOP reste
soluble et ne se lie aux MT qu’a des températures froides. N-STP et E-STOP sont fortement
exprimés dans le systéme nerveux, E-STOP étant I'isoforme spécifique des neurones et tres
exprimé pendant I'embryogenése. Les protéines STOP semblent se lier préférentiellement
aux MT stables et leur inibition dans des cellules PC12 inhibe la formation des neurites,
suggérant un réle dans la différenciation neuronale (Guillaud et al., 1998). Tout comme Tau
et MAP2, le modeéle murin d’inactivation de STOP ne présente pas de phénotype
développemental majeur mais un défaut de plasticité synaptique (Andrieux et al., 2002).

(iii) Doublecortine

Contrairement aux autres protéines stabilisatrices des MT, Doublecortine (DCX) se lient aux
MT a la jonction de 4 monomeres de tubuline, ce qui permet une stabilisation a la fois des
interactions latérales et longitudinales (Moores et al., 2004). DCX favorise la formation de
« bundles » de MT, leur nucléation et les stabilise en empéchant leur dépolymérisation. DCX
est tres fortement exprimé dans le cerveau en développement et a un réle majeur dans
I’acquisition de la polarité neuronale puisque des neurones en culture sur-exprimant DCX
présentent une augmentation du nombre de neurites avec un axone élargi et fortement
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branché (Bielas et al., 2007). A l'inverse, I'inhibition de DCX entraine une diminution du
développement, du branchement des dendrites (Cohen et al., 2008) ainsi que de la longueur
des axones (Deuel et al., 2006). Ce dernier phénotype est accentué si I'inhibition de Dcx a
lieu dans des neurones KO pour la kinase Dclk (Doublecortin like kinase) qui partage avec Dcx
les domaines « DCX » de liaisons aux MT (Deuel et al., 2006), montrant ainsi la synergie de
ces deux protéines dans la différenciation neuronale.

(iv) Les protéines des extrémités (+)

A l'inverse des MAP classiques, des protéines STOP et de Doublecortine, qui se lient le long
des MT, les protéines des extrémités (+) (+TIP) s’accumulent aux extrémités (+) des MT en
extension ou elles contrélent leur dynamique et leur association avec les organelles et
I'actine. Certains des membres de cette famille peuvent aussi étre impliqués dans le contréle
de la morphogenése neuronale.

La protéine Cytoplasmic Linker Proteins 170 (CLIP-170) interagit avec les tubulines et permet
leur oligomérisation aux extrémités de MT en croissance. Elle a besoin de I'autre protéine
+TIP EB1 pour se lier spécifiqguement aux extrémités (+) tyrosinées (Dixit et al., 2009).
CLIP170 agit comme un facteur de sauvetage en convertisant les MT en dépolymérisation en
MT polymérisant (Komarova et al., 2002).

Les protéines CLASP (Clip Associated Proteines), caractérisées dans un premier temps par leur
liaison aux protéines CLIP, sont fortement exprimées dans le cerveau. Elles stabilisent les MT
a la périphérie cellulaire en se liant également a EB1 et en promouvant des périodes de
pauses, restreignant leur polymérisation (Mimori-Kiyosue et al., 2005). Dans les neurones
elles s’accumulent dans le cone de croissance et sont détectées le long des MT s’étendant
vers celui-ci. Les protéines CLASP sont des facteurs « clés » de la guidance axonale et de la
motilité du cone de croissance (Lee et al., 2004).

APC (Adenomatous Polyposis Coli) est une protéine trés connue pour son role d’antagoniste
dans la voie de signalisation Wnt. Elle stabilise les MT et semble promouvoir leur
polymérisation in vitro et in vivo (Mimori-Kiyosue et al., 2000). Dans les neurones, on la
retrouve enrichie dans les extrémités des axones en croissance (Figure 24). Sa déplétion
entraine la formation de MT en boucle et un ralentissement de la pousse axonale (Purro et
al., 2008). APC apparait donc comme un facteur important de l'initiation de I’axone et de son
élongation. Il semble aussi avoir un réle dans I'orientation du cone de croissance.

Premiérement identifiée comme un partenaire de APC, la protéine EB1 est rapidement
apparue comme essentielle aux complexes protéiques des extrémités (+) de part ses
interactions avec presque toutes les autres protéines +TIP.

La famille des protéines End Binding comprend trois membres: EB1 et EB2 exprimées
ubiquitairement et EB3 exprimée de fagon préférentielle dans le systeme nerveux
(Nakagawa et al., 2000). EB1 se fixe préférentiellement aux protofilaments des extrémités
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(+) qui ne se sont pas encore refermés et les aident a se lier les uns aux autres pour former le
tube du MT (Sandblad et al., 2006). EB3, quant a elle, semble essentiel a la neuritogenése en
permettant aux MT de se lier a I'actine (Geraldo et al., 2008).

Les protéines stabilisatrices des MT sont donc essentielles a la croissance et a la
maintenance des structures du cytosquelette durant la morhogenése neuronale. Elles
partagent des caractéristiques communes telle que la protection contre la dépolymérisaton,
mais montrent aussi des différences dans leurs patrons d’expression spatiotemporelle
durant le développement ou dans leur affinité de liaisons aux MT. Ces particularités leur
conférant des roles spécifiques a chaque étape de la différenciation neuronale.

c- Modulation de I'activité des MAP par phosphorylation

L'activité des protéines régulant ’homéostasie des MT dans la morphogénése neuronale est
contrblée par différentes modifications post-traductionnelles et des voies de signalisation
cellulaire mettant en jeu notamment les Rho GTPases et des Kinases répondant a des stimuli
extracellulaires. On peut noter notamment I'importance de la phosphorylation des MAP
pour le contrble de leur activité. Ainsi, la phosphorylation de Dcx par la sérine/thréonine
kinase Cdk5 (Cyclin Dependent Kinase 5) entraine une diminution de son affinité de liaison
avec les MT et I'’en détache dans les neurones en culture (Tanaka et al., 2004).

De méme, la Kinase GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3 B) a pour substrat les protéines APC,
CRMP-2, Tau ou MAP1B. L'inhibition de cette kinase par AKT entraine la réduction de la
phosphorylation des MAP et permet leur liaison aux MT et leur activité stabilisatrice
(Gonzalez-Billault et al., 2004; Inagaki et al., 2001; Shi et al., 2004; Sperber et al., 1995).

Les familles des protéines SAD/BRSK (BR Serine/Threonin Kinase) et MARK (MAP/microtubule
Affinity-Regulating Kinase) régulent la stabilité des MT via leur action sur les MAP : elles
phosphorylent les domaines de liaison aux MT des protéines Tau, MAP2, MAP1B et MAP4 et
ainsi promeuvent leur détachement et favorisent une instabilité des MT (Barnes et al., 2007;
Drewes et al., 1997; lllenberger et al., 1996)(Figure 24). L'inactivation de MARK2 entraine
une stabilisation des MT des neurones en culture et dans des expériences d’électroporation
in utero a pour conséquences I'accumulation de neurones multipolaires dans la SVZ. Ces
kinases sont elles méme soumises a un controle de leur activité par leur phosphorylation par
d’autres kinases comme LKB1.

Ces résultats montrent donc l'importance de la régulation de l'activité des MAP sur
I’'homéostasie des MT, la morphologie et la migration neuronales (Sapir et al., 2008)

L'apparition de mutations dans les genes codant les acteurs moléculaires des processus
développementaux et cellulaires présentés précédemment, notamment ceux faisant partie
du réseau de microtubules et ses protéines associées, peut entrainer I'apparition d’une
malformation corticale chez I’homme.
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3. Les malformations du développement cortical

3.1 Introduction

Les malformations du développement cortical (MDC) représentent une cause majeure
d’handicapes mental et moteur ainsi que d’épilepsie sévere. Ces pathologies peuvent étre
classifiées selon un grand nombre de criteres différents en particulier cliniques,
radiologiques et génétiques.

En 2005, une premiére classification a été proposée par Barkovich et coll. prenant en compte
les mécanismes neurobiologiques démontrés ou suspectés a I'origine des MDC (Barkovich et
al., 2005). Cette classification a été revisitée plusieurs fois et distingue les types de MDC
selon qu’elles soient considérées comme étant dues a des défauts (i) de la prolifération des
progéniteurs neuronaux ou de la mort neuronale, (ii) de la migration des neurones post-
mitotiques ou (iii) de I'organisation post-migratoire des couches corticales.

Parmi les MDC existantes, nous présenterons ici trois groupes de MDC sur la base de
I’'anomalie corticale principale dont les bases moléculaires ont été beaucoup étudiées ces
derniéres années dans le laboratoire : les lissencéphalies classiques (anciennement appelées
de type 1), les hétérotopies et les polymicrogyries. Enfin, nous aborderons les données
récentes de génétique et d’imagerie ayant permis I'émergence d’un nouveau concept dans
les MDC : les tubulinopathies. Pour une revue plus exhaustive des geénes responsables de
MDC et des phénotypes murins associés, se référer au tableau 3.

Les avancées technologiques, notamment I'augmentation exponentielle des capacités de
séquencage et le perfectionnement de I'outil bioinformatique permettant de les traiter, ont
permis une accélération des découvertes des genes responsables de MDC. Nous résumerons
également ici les causes moléculaires de ces pathologies ainsi que les modéles animaux
développés pour explorer leurs mécanismes physiopathologiques.

Deux approches ont été développées ces derniéres années pour étudier jn vivo, dans les
modeles rongeurs, les fonctions des génes responsables de MDC : (i) I'approche constitutive
avec la génération de KO (Knock Out) ou KI (Knock In) ou par mutagénése induite par
injection d’ENU, et (ii) les approches d’électroporation in utero qui permettent d’observer le
comportement de cellules spécifiques dans un contexte de cerveau sauvage (Figure 24).

Les modeles murins d’invalidation constitutive des génes responsables de MDC ont montré
des résultats trés variables, certains d’entre eux permettant des avancées dans les
explorations physiopathologiques des MDC et la compréhension du développement cortical
normal, alors que d’autres montrent peu d’expression phénotypique dans le cortex et dans
la migration des neurones pyramidaux. Au cours des dernieres années, I'électroporation in
utero, mise au point et décrite par Tabata et Nakajima en 2001, puis par Saito en 2006 (Saito,
2006; Tabata and Nakajima, 2001) (Figure24, Saito,2006), a prouvé son efficacité a mimer de
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fagcon aiglie les défauts de migration radiaire retrouvée chez les patients atteints de MDC et
a permettre ainsi de disséquer la fonction de ces genes dans ce processus.

Figure 24 : Protocole d‘électroporation in utéro chez la souris.

(A) Les cornes utérines d’'une femelle anesthésiée et gestante au stade E14-16 sont mis a jour. (B) Injection exo utero du
plasmide d’intérét dans un ventricule latéral du cerveau de I'embryon. (C) Electroporation de la construction plasmidique
dans les progéniteurs neuronaux bordant le ventricule grace a des électrodes en forme de forceps. (D) Cerveau a P11
montrant I'expression d’un marqueur fluorescent électroporé a E15.5. La coupe coronale du cerveau montre la migration
des neurones fluorescents dans la plaque corticale. (D’aprés Saito et al., 2006)
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3.2 Les lissencéphalies classique ou de type |

3.2.1 Caractéristiques

La lissencéphalie classique (de type 1) est une pathologie rare caractérisée par un
appauvrissement du développement de la gyration corticale. On constate un épaississement
du cortex avec une disparition de la lamination normale en six couches remplacé par quatre
couches de neurones immatures. Cet aspect traduit I'incapacité des neurones a migrer
correctement de la ZV et a atteindre leur destination finale dans les couches corticales,

notamment la perte de capacité a migrer a travers les couches de neurones déja
positionnées dans la plaque corticale.

La sévérité de la lissencéphalie classique peut aller de I'appauvrissement de la gyration
appelée « pachygyrie » a la disparition compléte des circonvolutions : I'agyrie. On distingue
également les lissencéphalies classiques selon le gradient antéro-postérieur de la gravité
maximum de I'anomalie de la gyration. On parle ainsi de forme «antéro-postérieure » (a>p),
guand l'anomalie de gyration est plus importante en frontal, ou de forme «postério-
antérieure» (p>a) lorsque qu’elle est plus présente dans les régions pariéto-occipitales.
(Figure 25). Bien qu’a ce jour I'explication neurobiologique de ce gradient reste inconnue,
cette distinction permet une orientation vers I'étiologie génétique de ces différentes formes
(cf ci-dessous).

Figure 25 : Pachyrie et agyrie
(A, B, C) Représentation schématique d’une coupe transversale de cerveau control (A), pachygyrique (B) et agyrique (C)

(D’apres (Francis et al., 2006)). (D, E, F) Coupe transversal d’IRM d’individus control (D), pachygyrique a prédominance
antérieure (E), ou postérieur (F). (D’apres (Bahi-Buisson et al., 2008a))
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La lissencéphalie classique est souvent associée avec une dilatation des ventricules latéraux,
et une agénésie du corps calleux. Les patients atteints de lissencéphalie classique présentent
un polyhandicap sévere, une hypotonie massive ainsi qu’une épilepsie précoce pharmaco-
résistante. Toutefois avec les progrés de la neuroimagerie fcetale, la proportion de
diagnostics anténataux augmente significativement depuis une dizaine d’années. Ainsi, les
cas de lissencéphalie classique diagnostiqués en postnatal sont de plus en plus rares et sont
principalement des pachygyries.

Lorsque la lissencéphalie est associée a une anomalie de la fosse postérieure ou a d’autres
signes cliniques malformatifs tels que des anomalies génitales, on parle de lissencéphalie
variante. Leurs étiologies génétiques sont différentes de la lissencéphalie classique

3.2.2 Bases Génétiques

Il existe deux génes majeurs responsables de lissencéphalie classique : PAFAH1B1 (ou LIS1),
responsable de la majorité des cas autosomiques sporadiques alors que DCX est a I'origine
de la plupart des formes familiales liees au chromosome X.

Les lissencéphalies variantes, plus rares, sont également expliquées par des mutations dans
deux génes : ARX et RELN.

a- DCXetLIS1

(i) LIS1

Les mutations dans les genes DCX et LIS1, codant deux protéines associées aux MT,
représentent environ 85% des cas de lissencéphalie classique (Pilz et al., 1998). Les
lissencéphalie classique dues a Lis1 présentent un gradient malformatif p>a, alors qu’a
I'inverse les mutations dans DCX entrainent une lissencéphalie classique a>p (Dobyns et al.,
1999).

La majorité des cas de lissencéphalie classique est due a des mutations dans le géne
PAFAH1B1 (Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit alpha) appelé communément L/S1
situé sur en 17p13.3 (Reiner et al., 1993). Ce géne comprend 11 exons, dont 10 d’entre eux
codent la protéine LIS1. Ces mutations sont majoritairement des mutations de novo
hétérozygotes aboutissant a une perte de fonction (mutations non-sens, du site d’épissage
ou délétions intragéniques) situées sur toute la longueur du géne (Saillour et al., 2009).
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La large délétion de la région 17p13.3 comprenant le gene LIS1 et ses génes contigis
(notamment le gene YWHAE) entraine |'apparition du syndrome de Mieller-Dieker (MIM#
247200) associant une agyrie sévere a une dysmorphie faciale (Chong et al., 1997).

Différents modeéles de souris invalidés par recombinaison homologue pour le géne Lis1 ont
été créés dont deux modeles Knock-Out et un modele de la protéine Lisl tronquée slisl
présentant une délétion de I'exon 1. Ces modéles montrent une mortalité péri-implantatoire
a I’état homozygote, montrant la fonction majeure de ce gene dans le développement
embryonnaire. Chez les KO hétérozygotes, la séparation de la pré-plague et la migration
« inside-out» sont maintenues malgré un ralentissement de la formation des six couches
corticales. L'étude de I’hétérozygote composite KO/sLisl n’exprimant qu’une forme
tronquée de Lis1, montre que la division de la pré-plaque est altérée ce qui résulte en une
sous-plaque élargie et diffuse. De plus, la PC est désorganisée sans claire délimitation des

différentes couches, phénotype comparable a celle retrouvée chez les patients
lissencéphales (Gambello et al., 2003; Hirotsune et al., 1998 ) (Figure 26).
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Figure 26 : Formation de la lamination corticale dans le modéle murin hétérozygote composite KO/sLis1.

e | |

La partition de la pré-plaque (PP) es perturbée ce qui résulte en une sous plaque (SP) étendue et diffuse. La plaque corticale
(CP) est désorganisée sans délimitation claire des six couches. (D’aprés (Gupta et al., 2002))

Les effets pléiotropiques du modele d’invalidation du géne Pafahlbl rendent difficile la
détermination exacte du réle de Lisl dans la migration radiaire. Les expériences
d’électroporation in utero de I'ARN sh contre Lisl ont montré des défauts a la fois du
mouvement intercinétique du noyau pendant la division des progéniteurs et de la migration
des neurones pyramidaux. Ainsi, de nombreux neurones en migration s’arrétent en phase
multipolaire dans la ZV et ZSV et présente un nombre excéssif de branchements secondaires
trés mobiles de leurs processus (Tsai et al., 2005). A l'inverse la surexpression de Lis1
n’entraine pas de défauts majeurs de la distribution ou de la morphologie des neurones en
migration (Nagano et al., 2004).
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Lis1 semble donc avoir un effet sur la sortie de la phase multipolaire et de la transition
multipolaire-bipolaire des neurones en migration mais pas sur la capacité de ces cellules a
étendre et rétracter leurs multiples processus a ce stade (Figure27).
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Figure 27 : Résumé des phénotypes créés par la surexpression ou I'inhibition de FIna, Lis1 et Dcx sur la morphologie des
neurones pyramidaux en migration.

Le mutant gain de fonction de FilamineA (b), et les ARNi contre Lis1 (c) et Dcx (d) entrainent I'accumulation de cellules
multipolaires dans la ZSV ou la ZI alors que la surexpression de Dcx résulte en une bipolarisation excessive des neurones en
migration. (D’aprés LoTurco and Bai, 2006)

(i)  DCX

La deuxieme forme de lissencéphalie classique est la lissencéphalie liée a I’X due a des
mutations dans DCX (Doublecortine) localisé en Xq22.3 (des Portes et al., 1998; Gleeson et
al.,, 1998). De part sa position sur le chromosome X, les patients males hémizygotes
développent une lissencéphalie classique alors que les femmes transmettrices de la
mutation hétérozygote ne sont peu ou pas symptomatiques et présentent une hétérotopie
laminaire sous corticale grace au deuxieme chromosome X sain. Les mutations sont
principalement des mutations faux-sens et non-sens situées pour la majorité dans les deux
domaines fonctionnels de liaison aux MT de la doublecortine (N-DC et C-DC). Des données
récentes ont montré que les patients présentant une mutation DCX de novo présentaient un
phénotype plus sévére que ceux ayant hérité leur mutation de leur mere et qu’il existe une
corrélation entre la nature de la mutation et la sévérité du phénotype présenté par le
patient (Bahi-Buisson et al., 2013).
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Le KO murin de Dcx ne présente pas de trouble de migration des neurones pyramidaux
corticaux alors que le modele d’ARNi chez le rat entraine un arrét de la migration radiaire
créant ainsi une hétérotopie neuronale proche de la malformation observée chez I’homme.
Ainsi, les neurones invalidés par ARNi chez le rat s"accumulent dans la ZI alors que la sur-
expression de Dcx a pour effet I'adoption d’une morphologie fortement bipolaire (Bai et al.,
2003; Ramos et al., 2006) (Figure27).

Cette différence serait expliquée par la compensation de Dcx dans le KO par Dclk. En effet, la
double invalidation constitutive des deux génes entraine un déficit de migration isocorticale
(Deuel et al., 2006; Koizumi et al., 2006b). Ce mécanisme de compensation doit étre absent
chez 'homme.

Des travaux en 2009 de Manent et coll. ont étudié la possibilité de sauver le phénotype de
migration neuronale créé par I’ARNi au stade embryonnaire chez le rat par réexpression de
Dcx a un stade post natal (stade auquel elle n’est plus exprimée normalement). Pour ce faire,
ils ont utilisé un systeme d’expression conditionnelle de la Doublecortine pouvant étre activé
de facon temporelle grace a une construction plasmidique comprenant une cassette stop
« floxée » arrétant la transcription en amont du transcrit Dcx-eGFP. Cette cassette est
excisée par |'action de la protéine Cre dont I'action est soumise a |'addition de tamoxiféne et
permet ainsi I'expression de Dcx. lls ont ainsi pu montrer que la réexpression de Dcx a PO
permet la redistribution des neurones ectopiques vers les couches supérieures du cortex a
P20. De plus, ils ont pu observer que ces neurones ayant réinitié tardivement leur migration
présentent une morphologie comparable aux neurones sauvages et que la susceptibilité a
I’épilepsie des rats ayant subi I’ARNi disparait avec la réexpression de Dcx a PO. Toutefois, le
sauvetage du phénotype est moins efficace si la réexpression de Dcx se fait plus tardivement
a P5 ou P10 (Manent et al., 2009) (Figure28).

Ces résultats sont extrémement importants puisque qu’ils vont a I'encontre du concept
selon lequel les MDC sont des pathologies fixées pour lesquelles aucune thérapie n’est
possible et suggérent qu’une « fenétre thérapeutique » pourrait étre envisageable méme
apres la phase de développement cortical.
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Figure 28 : Sauvetage de I’hétérotopie neuronale due a I'inactivation de Dcx par son réexpression.
Représentation du positionnement des neurones a P20 exprimant la GFP (a) ainsi qu’un ARNi contre Dcx seul (b) ou en

combinaison avec une surexpression du transcrit de Dcx aux stades PO (c) ou P5 (d). Noter que le sauvetage du phénotype
est possible avec la réexpression de Dcx a PO mais pas a P5. (D’aprés Manent et al., 2009).
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b- ARX et RELN

Les cas de mutations dans les génes ARX et RELN entrainant des lissencéphalies variantes
sont extrémement rares.

Le gene ARX (X-linked Aristaless Related homeobox) a été rapporté comme étant I'un des
principaux genes de déficience intellectuelle non syndromique liée au chromosome X
(Poirier et al., 2005; Stepp et al., 2005). Dans de rares cas, des mutations tronquantes d’ARX
sont a l‘origine d’un syndrome XLAG (X-Linked Lissencephaly with Abnormal Genitalia) associant
une lissencéphalie, une agénésie du corps calleux, une anomalie des ganglions de la base a
des anomalies génitales chez des gar¢ons (Kitamura et al., 2002).

Les mutations dans le géne RELN sont encore plus rares que les mutations du géne ARX, et
rendent compte de lissencéphalie avec hypoplasie cérébelleuse a transmission autosomique
récessive (Hong et al., 2000). Modeéle spontané d’extinction de la Reelin, une protéine
sécrétée par les cellules de Cajal-Retzius présentes dans la zone marginale du cortex, la
souris Reeler présente des anomalies corticales dramatiques a I’état homozygote. Les
neurones pyramidaux en migration sont incapables de traverser les couches de neurones
précédemment générées, ce qui a pour conséquence la formation d’une lamination
inversée. Les neurones précoces se trouvent donc dans les couches corticales superficielles
et les neurones tardifs dans les couches profondes (Caviness, 1982; Hoffarth et al., 1995;
Ogawa et al., 1995; Rice et al., 1998).

3.3 Les Hétérotopies

Le groupe des hétérotopies comprend deux principaux syndromes: les hétérotopies
laminaires sous corticales et les hétérotopies nodulaires péri-ventriculaires (Figure 29).
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Figure 29 : Représentation schématique des hétérotopies.

Images de cerveau normal (A et C) et présentant des hétérotopies nodulaires péri-ventriculaires (B) indiquées par la fleche
ou des hétérotopies laminaires sous-corticales (D). (D’apres (Francis et al., 2006))

3.3.1 Les hétérotopies laminaires sous corticales

a- Caractéristiques

Les hétérotopies laminaires sous corticales (HLSC), appelées aussi « double cortex » sont
considérées comme étant une forme modérée des lissencéphalies avec lesquelles elles
partagent leurs bases génétiques et leurs mécanismes physiopathologiques.

Elles sont caractérisées par une bande de neurones hétérotopiques présents dans la
substance blanche a distance du ventricule qui n‘ont pas migré dans la plaque corticale
(figure 29-D). L'hétérotopie peut étre d’épaisseur et d’étendue variables alors que le cortex
peut apparaitre normal ou avec une gyration simplifiée ou absente dans de rares cas. Les
patients atteints de cette forme de MDC présentent une épilepsie pharmaco-résistante
associée a une déficience intellectuelle souvent modérée dans 50% des cas, certains patients
atteints de la forme la plus modérée de ce syndrome (30%) ne présentent pas de déficience
intellectuelle.

b- Bases Génétiques

La presque totalité des patients atteints de HLSC sont des femmes qui présentent une
mutation hétérozygote dans le gene DCX. Les mutations du gene DCX représentent 100% des
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cas familiaux de HLSC et une forte majorité (53% a 84%) des cas sporadiques (Gleeson, 2000;
Matsumoto et al., 2001).

Des rares cas d’individus masculins atteints de HLSC présentent des mutations faux-sens
hémizygotes dont les conséquences protéiques sont prédites comme étant faiblement
dommageables ou a I'état de mosaique somatique (Poolos et al., 2002). Quelques cas de
patients masculins présentant des mutations faux-sens parfois mosaiques de LISI ont
également été décrits (Pilz et al., 1999).

3.3.2 Les hétérotopies nodulaires péri-ventriculaires

a- Caractéristiques

Les hétérotopies nodulaires péri-ventriculaires (HNPV) ou hétérotopies sous-épendymaires
sont les plus fréquentes des hétérotopies neuronales et représentent la principale cause de
MDC découvertes a I'dge adulte dans le cadre d’un bilan d’épilepsie. Elles correspondent a
un arrét précoce de la migration de certaines cellules neuronales et sont caractérisées par la
présence d’agrégats nodulaires de groupes neuronaux différenciés qui restent situés, de
maniére inappropriée, au contact de la face épendymaire des ventricules latéraux (Figure
29-B). En revanche, le reste des neurones migre correctement pour former les six couches
du cortex définitif, dont la morphologie est normale. La forme la plus classique est les HNPV
bilatérales, de transmission liée a X, et liées dans 50% des cas a une mutation dans le géne
de la Filamine A (FLNA). Les patientes sont peu symptomatiques et présentent une épilepsie
souvent tardive et pharmaco-sensible et une intelligence normale ou plus rarement une
déficience intellectuelle légere. Enfin, des anomalies vasculaires et cardiaques peuvent aussi
étre associées aux anomalies corticales.

c- Bases Génétiques

Les mutations pertes de fonction de la Filamine A (FLNA), protéine se liant au réseau
d’actine, sont responsables de 90% formes familiales de HNPV ne touchant que les filles et
de 50% des cas sporadiques. Quelques cas de garcons portant une mutation FLNA sont
décrits; dans ces derniers cas, les effets sur la protéine prédits sont une perte de fonction
partielle (Sheen et al., 2001).

Feng et coll. ont montré que le modéle hémizygote de I'inactivation de FIna entraine en une
|étalité embryonnaire avec des hémorragies généralisées, des défauts structurels cardiaques
importants et des anomalies de jonctions d’adhérence inter-cellulaire dans de nombreux
types tissulaires. Au niveau du systeme nerveux central, le modele d’inactivation constitutive
possede un cerveau de plus petite taille et un cortex plus fin. Toutefois, il ne montre pas
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d’accumulation de neurones dans les zones ventriculaires ou sub-ventriculaires (Feng et al.,
2006).

Dans les expériences d‘électroporations in utero, la sur-expression de Flna réduit le nombre
de cellules multipolaires dans la ZAM. A l'inverse la diminution de I'expression de FIna cause
I’'accumulation de cellules au stade multipolaire et une incapacité a retrouver la morphologie
bipolaire des neurones en migration. Enfin, I'expression d’un dominant négatif de Flna a
également pour conséquence un arrét de la migration dans la ZSV bien que le stade
multipolaire semble préservé avec des cellules qui étendent et rétractent normalement leur
processus (Nagano et al., 2004) (Figure27).

Dcx et FIna entrainent donc des phénotypes cellulaires comparables d’augmentation et de
diminution de la population de neurones multipolaires suivant leur extinction ou leur sur-
expression. Toutefois, une des différences entre les deux conditions est la zone ou se
trouvent les cellules multipolaires ou bipolaires. Les modifications de I'expression de Flna
affectent les cellules a proximité de la ZV, alors que celles de Dcx ont des effets sur les
neurones dans la ZI. Cette différence spatiale correspond au patron d’expression de chaque
géne dans le mur cortical, puisque Flna est exprimé deés la ZV alors que Dcx n’est exprimé
qu’apres la sortie des neurones de la ZV.

Une autre étude récente a montré également que I'électroporation d’un ARNi dirigé contre
FIna entraine une formation d’une hétérotopie neuronale importante dans la ZI. Ce défaut
est du a I'altération des fibres apicales des cellules de la glie radiaire dans la ZV perturbant la
migration des neurones, alors que les pieds de la glie semblent quand a eux préservés
(Figure 30). De plus le cycle cellulaire de ces progéniteurs est diminué dans cette condition
ayant pour conséquence une diminution du nombre de neurones générés dans la ZV
(Carabalona et al., 2012).
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Figure 30 : Effet de I’électroporation in utero de ’ARNsh anti-FIna sur la migration radiaire.

(A) Arrét de la migration radiaire due a I’ARNsh anti-FIna deux jours aprés électroporation a E15.5 . (B) Le marquage de la
Vimentine révele des défauts drastique des fibres apicales de |a glie radiaire. (D’aprés Carabalona et al., 2012)

Des mutations autosomiques récessives dans un gene mineur ARFGEF2 sont responsables
d’exceptionnelles formes d’hétérotopies péri-ventriculaires avec microcéphalie, hypoplasie
du corps calleux et une atrophie corticale progressive. Cliniqguement les patients présentent
une encéphalopathie sévere progressive pouvant étre associée a une cardiomyopathie
(Sheen et al., 2004; Tanyalcin et al., 2013).

3.3 Les polymicrogyries

Les Polymicrogyries (PMG) représentent le groupe de MDC le plus répandu. Elles sont
connues depuis de nombreuses années (premiere observation en 1915 par Bielschowsky) et
leurs caractéristiques cliniques et radiologiques sont bien décrites. Toutefois, leurs
hétérogénéités histologique et topographique ainsi que la diversité de leur étiologie en font
un groupe de malformations tres complexe.
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3.3.1 Caractéristiques

Les PMG proviennent d’un développement anormal des couches corticales et de la
formation de multiples petits gyri. Le terme polymicrogyrie fait référence a un diagnostic
histologique d’anomalie de la lamination associée a un excés de sillons (Raymond et al.,
1995). Le cortex apparait anormalement épaissi comportant un nombre excessif de petits
gyri partiellement fusionnés avec des sillons peu profonds. Au plan histologique, plusieurs
types sont décrits, tous ayant en commun la perte de I'organisation laminaire normale en 6
couches avec une désorganisation de la formation des sulci et une fusion de la couche
moléculaire (couche I). L'examen d’une cohorte de 18 cas foetaux atteints de PMG a montré
I’existence simultanée chez la majorité d’entre eux de PMG a deux, quatre ou six couches
corticales montrant ainsi que le type de stratification de la PMG n’est pas un bon critére
différentiel des types de PMG. Des immuno-marquages de différents marqueurs neuronaux
ont montré une morphologie neuronale préservée mais une diminution globale du nombre
de neurones présents dans la PMG (notamment dans les couches profondes) comparé au
cortex sain adjacent (Judkins et al., 2012).

Les PMG sont considérées comme faisant partie du 3éme groupe de la classification de
Barkovich caractérisé par des malformations secondaires a une anomalie de développement
post-migratoire. Cependant, des études physiopathologiques (décrites ci-dessous) ont pu
montrer des anomalies de la migration neuronale dans des modeéles murins inactivant les
génes responsables de PMG. En outre, certains de ces genes sont spécifiguement exprimés
dans les progéniteurs neuronaux faisant supposer que d’autres mécanismes tels qu’une
altération de la prolifération des progéniteurs neuronaux ou de la migration neuronale
pourrait rendre compte d’au moins certaines formes de PMG.

Les performances croissantes de l'imagerie par résonnance magnétique ont permis la
multiplication des diagnostics de PMG devenant, du fait de la variété des distributions
topographiques différentes, un groupe de malformations extrémement hétérogenes. On
peut ainsi distinguer des PMG focales, multifocales ou diffuses. Les PMG multifocales
pouvant étre unilatérales, bilatérales symétriques ou bilatérales asymétriques (Figure 31).
Les syndromes de PMG les plus fréquents sont les PMG bilatérales péri-sylviennes et fronto-
pariétales.

Les phénotypiques cliniques des patients atteints de PMG s’étendent de symptomes
neurologiques focaux (hémiparésie ou épilepsie partielle) a des troubles développementaux
plus sévéres (encéphalopathie sévere et/ou une épilepsie pharmaco-résistante). La gravité
des atteintes cliniques est en corrélation avec I’étendue corticale de la malformation.

Les causes de PMG sont multiples incluant des infections congénitales (particulierement les
infections au cytomégalovirus), des ischémies intra-utérines ou des causes génétiques
(chromosomiques ou monogéniques).
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Figure 31 : Différents types de polymicrogyries
(A-B) PMG bilatérales frontopariétales.

(C-D) PMG bilatérales péri-sylviennes.

(E-F) PMG unilatérales péri-sylviennes.

(D’aprés (Jansen and Andermann, 2005))

3.3.2 Bases Génétiques

a- Les PMG bilatérales péri-sylviennes.

Les PMG bilatérales péri-sylviennes (PBP) sont observées dans les régions de la vallée
sylvienne des deux hémisphéres cérébraux. Il s’agit de la forme de PMG la plus fréquente. Ce
syndrome peut avoir une occurrence sporadique ou familiale. A ce jour plusieurs locus
associés aux PBP ont été mis en évidence :

- Un locus de 5,2Mb en Xq28 a été identifié grace a une étude de liaison sur cinq différentes
familles de PBP présentant exclusivement des garcons atteints (Villard et al., 2002).

- La délétion de la région 22q11.2 est fréquemment associée a une PBP de sévérité variable
qui peut également étre asymétrique avec une prédisposition a toucher ’"hémisphére droit
(Robin et al., 2006).

- Une étude des réarrangements chromosomiques présents dans une cohorte de 29 patients
a mis en évidence de nombreux loci (1p36.3, 2p16.1-p23, 4g21.21-g22.1, 6g926-927,
21921.3-q22.1, 1944 et 18p) a pénétrance incompléte possiblement impliqués dans
I’apparition de PBP (Dobyns et al., 2008). Ces données imposent de rechercher les variations
du nombre de copie chez les patients présentant une PBP et encouragent a apporter une
attention particuliére a ces régions lors des travaux génétiques a venir de recherche de
nouveaux genes responsables de PBP.
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- Enfin, a ce jour un seul géne a été impliqué dans les PBP, il s’agit d’une mutation faux sens
du géne SRPX2 (Sushi repeat-containing protein) retrouvée chez un patient présentant une PBP
associée avec une épilepsie (Roll et al., 2006).

L’inactivation du gene Srpx2 in utero chez le rat entraine un retard de la migration avec une
augmentation de neurones pyramidaux dans les zones ventriculaire et intermédiaire. Ces
neurones présentent une diminution de leur vitesse de migration ainsi qu’un défaut
d’orientation de leur processus apical et une diminution de leur arbre dendritique. De plus,
la sous-expression de Srpx2 entraine une diminution de I'acétylation des MT des cellules
electroporées (et donc des MT stables) par un mécanisme non encore élucidé. L'originalité
de cette étude est de montrer que l'injection chez la mére de la molécule Tubacine, un
inhibiteur de la déacétylase des tubulines, a un effet protecteur de I'inhibition de Srpx2 chez
les embryons. En effet, sous I'effet de cette drogue, les neurones migrent correctement a la
PC et montrent des caractéristiques électro-physiologiques identiques a celles des neurones
sauvages (Figure 32). Cette étude suggeére ainsi I'effet thérapeutique d’une molécule sur les
conséquences de l'inactivation d’'un gene de MDC (Salmi et al., 2013).

5'shSrpx2 + RFP
+ Tubcin

5'shSrpx2 + RFP + DMSO

Figure 32 : Sauvetage du phénotype de migration radiaire due a ’ARNsh anti-Srpx2 par la Tubacine.

Distribution des neurones pyramidaux a E20 aprés électroporation in utero au jour E16 de I’ARNsh anti-Srpx2 seul (A) ou
avec administration maternelle de DMSO (B) ou de Tubacin (C). (D’aprés (Salmi et al., 2013))

b- Les PMG bilatérales fronto-pariétales

Les PMG bilatérales fronto-pariétales (PBFP) sont un autre syndrome de PMG bien
identifiable de transmission autosomique récessive. Dans ce syndrome, les patients
présentent un retard de développement global, une épilepsie, une PMG bilatérale affectant
de facon préférentielle les régions fronto-pariétales ainsi qu’une ventriculo-mégalie et des
anomalies du tronc cérébral et du cervelet. La cause moléculaire dans la grande majorité des
patients atteints de ce syndrome est une mutation a I'état homozygote dans le géne G-
protein coupled receptor 56 (GPR56) codant un récepteur transmembranaire qui interagit avec
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la matrice extracellulaire et qui a notamment une fonction dans I'adhésion cellulaire. Les
mutations du gene GPR56 sont principalement des mutations faux-sens situées dans le
domaine extracellulaire (Piao et al., 2004).

L’étude anapathologique du seul cas feetal décrit de mutation GPR56 a montré des bréches
dans la membrane basale et un ancrage anormal des pieds de la glie a celle-ci. On observe
alors une migration excessive de neurones dans les espaces méningés qui rappelle les
phénotypes similaires observés dans les lissencéphalies de type Il ou pavimenteuse. Ce
défaut de migration excessive est aussi retrouvé dans les structures pontique et cérébelleuse
(Bahi-Buisson et al., 2010).

On peut supposer que ces mutations sont probablement des pertes de fonctions car le
phénotype du KO murin de Gpr56 est assez comparable a ’lhumain avec des anomalies de la
lamination corticale ainsi que la présence de neurones ayant migré au dela de la limite de la
membrane basale qui est fragmentée. Ces anomalies se retrouvent a la fois dans le cortex
cérébral et dans le cortex cérébelleux (Koirala et al., 2009; Li et al., 2008).

c- Autres formes de PMG

Des rares mutations dans les genes spécifiques des cellules de la glie radiaire et des
progéniteurs intermédiaires PAX6 et TBR2 ont été identifiées dans d’exceptionnelles formes
de PMG.

Les mutations hétérozygotes dans PAX6 peuvent entrainer I'apparition d’un spectre de PMG
allant d’'une forme unilatérale du lobe temporal a une forme diffuse associée a des
anomalies de la commissure antérieure et des anomalies oculaires (Mitchell et al., 2003;
Sisodiya et al., 2001). On retrouve chez les souris Pax6-/- une augmentation du nombre de
neurones exprimant la Reelin ou la Calrétinine et une hétérotopie neuronale sous-corticale
(Kroll and Q'Leary, 2005; Stoykova et al., 2003).

Une translocation équilibrée homozygote des chromosomes 3p et 10p entrainant
I’extinction de I'expression de TBR2 a été retrouvée chez un patient présentant une
microcéphalie, une PMG diffuse ainsi qu’une agénésie du corps calleux et une
ventriculomégalie (Baala et al., 2007).

3.3 Les Tubulinopathies

Le concept de « Tubulinopathies » regroupe un spectre large de malformations pour
lesquelles une mutation a été retrouvée ces derniéres années dans des genes codant
différentes sous unités de tubulines. Les phénotypes observés sont variables mais
s’'inscrivent dans les formes de MDC décrites précédemment. lls sont parfois intriqués,
peuvant se chevaucher et partageant également des caractéristiques spécifiques
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radiologiques. La découverte de ces mutations confirme, apres I'implication des génes DCX
et LIS1, 'importance des MT dans le développement cortical et fait émerger un nouveau
groupe de pathologies sur des bases génétique et radiologique. Toutes les mutations
décrites a ce jour sont des faux sens hétérozygotes dont la grande majorité est de novo.

Les MDC relatives a des mutations dans les genes TUBB3 et TUBG1 seront brievement
abordées ici et plus largement développées dans la partie résultats de cette these.

Toutefois, le spectre clinique associé aux mutations dans les tubulines est parfois plus large
que celui des MDC et peut comporter des troubles congénitaux de mobilité oculaire ou des
neuropathies motrices

3.3.1 TUBAIA

Le premier géne codant une tubuline impliqué dans les MDC code la sous-unité alA
(TUBA1A). Dés les premiéres descriptions de ces mutations, il a été observé un large spectre
de MDC, avec des cas de lissencéphalie classique avec un gradient p>a et des formes moins
sévéres caractérisées par une pachygyrie a prédominence péri-sylvienne.

Cette forme de MDC assez proche de la lissencéphalie classique liée aux mutations de L/S1,
présente malgré tout des signes distinctifs. En effet, les MDC liées aTUBA1A sont associées
de facon quasi constante a une microcéphalie, une dysmorphie des ganglions de la base
caractérisée par une diminution ou une absence du bras antérieur de la capsule interne des
ganglions de la base ainsi qu’a des anomalies du corps calleux, du cervelet et du tronc
cérébral (Bahi-Buisson et al., 2008b; Breuss et al.,, 2012; Keays et al., 2007 ; Morris-
Rosendahl et al., 2008; Poirier et al., 2007) (Figure 34).

Plus récemment, le spectre phénotypique des MDC dues a TUBAIA fut élargi par la
description de patients présentant des PMG atypiques de topographie péri-sylvienne
(Cushion et al., 2013; Jansen et al., 2011; Poirier et al., 2012; Zanni et al., 2013).

Le modeéle murin « Jenna » présentant une mutation hétérozygote faux-sens p.Ser140Gly de
Tubala généré par le mutagene ENU (N-nitroso-N-éthylurée), comporte une désorganisation
modérée des couches corticales Il, Ill et IV mais surtout une bande de neurones
hétérotopiques au niveau de I'hippocampe rappelant fortement le phénotype observé dans
le KO de Dcx (Figure 33). Les études comportementales effectuées sur ce modeéle révélent,
une hyper activité, des défauts de la mémoire spatiale ainsi que des troubles de I'anxiété,
observations corroborant les anomalies morphologiques puisqu’il s’agit de fonctions sous-
tendues par des réseaux neuronaux hippocampiques (Keays et al., 2007).
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Figure 33 : Anomalies morphologique de I’hippocampe des modéles murins Dcx et Tubala.

(D’apres (Kappeler et al., 2007) et (Keays et al., 2007))

3.3.2TUBB2B

Des mutations dans le gene TUBB2B codant la sous-unité tubuline 2B ont dans un premier
temps été décrites chez un groupe de patients présentant des PMG asymétriques bilatérales
prédominantes dans les lobes frontaux et temporaux (Figure 34). De facon similaire a
TUBAL1A, on retrouve aussi chez ces patients un dysmorphisme des ganglions de la base, une
agénésie du corps calleux, une dysgénésie du tronc cérébral et des anomalies cérébelleuses
(Jaglin et al., 2009). Secondairement, des mutations de TUBB2B ont été identifiées dans des
cas de PMG symétriques, avec parfois une schizencéphalie (caractérisée par une fente uni-
ou bilatérale étendue du ventricule latéral a la surface du cortex cérébral), élargissant ainsi
le spectre des MDC dues a des mutations dans ce géne. Dans tous les cas, il existe les autres
anomalies caractéristiques des tubulinopathies précédemment décrites dans les cas de
tubulinopathies TUBA1A (c’est-a-dire : microcéphalie, anomalies des ganglions de la base et
du cervelet). Il est intéressant de noter que parmi cette seconde cohorte de patients mutés
pour le géne TUBB2B, un patient présentait une agyrie du cortex ainsi qu’une bande
hétérotopique bilatérale de cortex, confirmant un chevauchement des MDC associées aux
mutations TUBA1A et TUBB2B (Cushion et al., 2013).

La mutagenése aléatoire par injection du mutagene gamétique ENU a permis de générer un
modeéle murin présentant une mutation p.Asn247Ser dans le gene Tubb2b. Les souris
homozygotes présentent un cortex tres fin associé a une forte dilatation ventriculaire et ne
survivent pas a la période néonatale. Les défauts corticaux sont dus a une tres forte mort
cellulaire qui contre balance une augmentation de la division cellulaire observée dans la
ZV/ZSV et la ZI. L’étude des souris hétérozygotes pour la mutation, qui sont viables et
fertiles, a montré quelques défauts subtils d’organisation des neurones corticaux,
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notamment une diminution significative des neurones exprimant le marqueur des
interneurones Gad67 suggérant un défaut de migration de ces neurones ou de leur
production dans les éminences ganglionnaires. Il a aussi été mis en évidence une
hyperactivité chez les souris hétérozygotes (Stottmann et al., 2013).

L'inactivation in utero du géne Tubb2b chez le rat altere la migration neuronale alors que sa
surexpression n’entraine aucune conséquence. Jaglin et coll. ont testé la complémentation
du phénotype migratoire par la surexpression de deux mutations retrouvées dans des cas de
MDC chez I’'homme. Ces deux mutants sont incapables de restaurer un patron de migration
correct, alors que la surexpression de la mutation p.Ser172Pro n’entraine pas de retard de
migration (Jaglin et al., 2009).

c
TUBA1A TUBB2B
p.R264C p.L228P
TUBA1A TUBB3
p.vV235L p.R46G
TUBBZ2B TUBBS5
p.P171T p.M299V

Figure 34 : Spectre des MDC observées dans les patients présentant des mutations dans les sous-unités tubulines.

Agyrie (A) Pachyrie(B) et Polymicrogyries (C) associées a des mutations des génes TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 et TUBG1
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3.3.3TUBB5

Des mutations dans le géne TUBB5 ont été décrites chez trois patients présentant des
anomalies corticales moins séveres allant d’une simplification gyrale a une PMG focale
associées a une microcéphalie (Breuss et al., 2012) (Figure 34).

L’inactivation in utero chez la souris de la sous-unité tubuline B5 entraine une accumulation
légere de neurones dans la ZI concomitante a une diminution de ceux présents dans la PC.
De plus, I'inactivation de Tubb5 a un effet délétere sur la division des cellules de la glie
radiaire qui présentent une augmentation de la longueur du cycle cellulaire suggérant une
diminution du nombre de neurones générés. Cette observation est en adéquation avec la
forte microcéphalie présente chez deux patients porteurs de mutation dans TUBB5. La
surexpression de ces deux mutants in utero montre le méme type de phénotype de division
et de migration que ceux générés par I’ARN sh (Breuss et al., 2012).

3.3.4TUBB3

Des mutations dans le gene TUBB3, dont la protéine est considérée comme un marqueur des
neurones post-mitotiques et appelé Tujl chez la souris (Menezes and Luskin, 1994), ont été
retrouvée dans 7 familles incluant un cas fcetal. Elles se présentent a I'état hétérozygote,
sauf un cas homozygote et peuvent étre de novo ou héritées selon un mode autosomique
dominant. Tous les patients ont en commun des anomalies du développement cortical
incluant des PMG, des désorganisations ou des simplifications gyrales associées a une
microcéphalie et a des anomalies du corps calleux, du tronc cérébral, du cervelet ainsi que
des ganglions de la base (Poirier et al., 2010)( voir la partie Résultats) (Figure 34).

Différentes mutations de TUBB3 ont été également mises en évidence en 2010 par
Tieschfield et coll. dans un syndrome de fibrose congénitale des muscles extra-oculaires de
type 3 (CFEOM3). Il s’agit d’une pathologie rare de mobilité oculaire dans lequel les patients
présentent des paupieres tombantes et des mouvements des yeux restreints. Dans cette
étude huit patients présentent des mutations hétérozygotes différentes dans TUBB3
associées a un CFEOM3 uniquement ou accompagné d’autres signes neurologiques tels que
des anomalies du corps calleux, du vermis cérébelleux et une dysmorphie des ganglions de la
base. Ces anomalies cérébrales sont également comparables aux tubulinopathies liées a
TUBA1A et TUBB2B précédemment décrites. De plus, certains patients présentent
également des neuropathies périphériques (Tischfield et al., 2010).

Le modele murin Kl, porteur d’'une mutation a I'état homozygote p.ARg262Cyst retrouvée
chez un des patients, reproduit le défaut d’innervation des muscles oculaires du syndrome
CFEOM3 humain et montre des défauts d’axonogenése au niveau du corps calleux et de la
commissure antérieure avec une cytoarchitecture corticale normale. Les MT des neurones
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KI/KI sont également caractérisés par un défaut de stabilité ainsi qu’une diminution de
I'interaction avec la protéine motrice Kif21a (Tischfield et al., 2010).

Tres récemment, des mutations dans TUBB2B ont été rapportées dans une famille de
patients associant CFEOM a des PMG diffuses bilatérales, rajoutant encore a la complexité
de la définition clinique des tubulinopathies (Cederquist et al., 2012).

Les conséquences sur l'axonogénése des mutations de TUBB3 ainsi que celles retrouvées
dans TUBB2B ont été explorées dernierement par surexpression dans des neurones
corticaux en culture et in vivo par électroporation in utéro chez la souris. Les résultats de
cette étude exhaustive montrent que deux mutants responsables de CFEOM3 associés a une
neuropathie (p.Glu410Lys et p.Asp417His) entrainent un défaut du transport axonal du a une
perte de liaison a certaines kinésines et une incapacité des axones des neurones
électroporés a traverser la ligne médiane au niveau du corps calleux. Les auteurs montrent
que ces mutations entrainent un effet délétére sur la fonction de TUBB3 par le biais d’un
changement de la charge électrique globale de I'hélice 12 située dans le domaine de liaison
aux kinésines de la protéine. De plus, ils démontrent que ces mutations agissent quelque soit
la sous-unité B mutée. Enfin, ils démontrent que lorsque I'on empéche la mutation de
s'intégrer aux MT par l'ajout dune deuxieme mutation (p.Serl72pro) qui abolie
I'incorporation de la protéine aux MT, on constate que les phénotype observés
précédemment sont reversés (Niwa et al., 2013) (Figure 35). Les résultats observés dans
cette derniére étude tendent a privilégier un effet dominant négatif des mutations étudiées,
toutefois les mécanismes d’actions des mutations dans les genes des tubulines (haplo-
insuffisance, dominant négatif ou gain de fonction) restent encore une question débattue.

82



TUBB3 E410K TUBB3 D417H TUBB3 WT

TUBB3 D417H + S172P

Midline

Midiine

b oo

| S |

Figure 35: Défauts d’axonogenése dues a la sur-expression de mutants de TUBB3 par un mécanisme de dominant

négatif.

La sur-expression in utéro de deux mutations de TUBB3 (p.D417H et p.E410K) responsables de FCEOM3 entraine une
impossibilité des axones a traverser la ligne médiane. Ces deux mutations s’incorporent au réseau de microtubule. L’ajout
de la mutation p.S172P au mutant TUBB3 p.D417H entraine une perte de sa capacité a s’intégrer au MT et fait disparaitre le
phénotype axonal précédemment décrit. (D’aprées (Niwa et al., 2013))
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3.3.5 TUBB4A

Des mutations faux sens hétérozygotes du gene TUBB4A ont dernierement été impliquées
dans l'apparition chez deux familles australiennes d’'un syndrome de dysphonie appelé
« Whispering Dystonia » (mutations p.Arg2Gly et p.Ala271Thr) ainsi que dans un syndrome
d’hypomyélinisation associé a des anomalies des ganglions de la base et du cervelet
(mutation p.Asp249Asn) (Hersheson et al., 2012; Lohmann et al., 2012).

3.3.6 TUBG1

Le géne de la tubuline v 1 est le dernier membre de la famille des tubulines a avoir été
impliqué dans les MDC. TUBG1 est un des deux genes codant les tubulines gamma,
composants structurels du centrosome. En 2013, Poirier et coll. ont pu identifier 3 mutations
hétérozygotes de novo chez des patients présentant un spectre de pachygyrie a
prédominance postérieure. Deux patients présentent un épaississement important du cortex
dans les régions pariéto-occipitales alors que I'IRM du troisieme patient moins sévere
montre que la pachygyrie est plus modéré avec un aspect d’ hétérotopie laminaire sous
corticale postérieure (Poirier et al., 2013). Aucun de ces 3 patients ne présente d’anomalies
du tronc cérébral, du cervelet ou des ganglions de la base, ce qui les différentie des
phénotypes communs observés dans les tubulinopathies liées a des mutations dans les
génes codant les tubulines a ou B.

Toutes ces données montrent donc un large spectre de malformations développementales
dues a des mutations dans les génes de sous-unités tubulines. Certains phénotypes peuvent
se chevaucher, notamment dans les formes de lissencéphalies et de PMG retrouvées a la fois
dans les tubulinopathies liées a TUBAIA et TUBB2B montrant que les frontieres de ces
syndromes bien compartimentés a leurs origines tendent a disparaitre. De plus, une
association de criteres malformatifs constants dans tous les syndromes a émergé: une
microcéphalie associée a la dysmorphie des ganglions de la base et a des anomalies
cérébelleuse et du tronc cérébral. Cette association de critéres a fait naitre le concept de
tubulinopathie qui permet une meilleure orientation du diagnostique moléculaire de ces
pathologies.

Toutefois, des études complémentaires sont nécessaires pour mieux délimiter I'étendue du
spectre de ces pathologies et leurs chevauchements.
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Tableau 3 : Récapitulatif des geénes responsables de MDC et phénotypes murins associés

Malformations du développement Geénes Fonction Anomalies du SNC des modeéles Anomalies du SNC des modéles Références
cortical protéique murins constitutifs murins ARNi in utero
(KO/ENU/Spontané)
Microcéphalie
Microcéphalie primaire héréditaire MCPH1 Condensation des Microcéphalie / (Jackson et al., 2002)*
chromosomes Apoptose (Liang et al., 2010)
Défaut de division des progéniteurs (Gruber et al., 2011)
neuronaux
Microcéphalie primaire héréditaire ASPM Protéine liée au Microcéphalie Diminution de la prolifération des (Bond et al., 2003)*
fuseau mitotique Dérégulation du plan de clivage des progeniteurs {Pulvers, 2010
progéniteurs apicaux Défaut de plan de clivage de la division des #311)
progéniteurs
R . n (Buchman et al., 2011)
Arrét de la migration radiaire
(Fish et al., 2006)
Microcéphalie primaire héréditaire CDK5RAP2 Protéine associée au Microcéphalie Diminution du nombre de glie radiaire (Bond et al., 2005)*
centrosome Diminution de la population de progéniteurs Augmentation des progéniteurs (Lizarraga et al., 2010)
Sortie prématurée du cycle cellulaire et mort intermediaires (Buchman et al., 2010)
des progéniteurs Diminution de la prolifération des
progéniteurs
Différenciation neuronale prématurée
Microcéphalie primaire héréditaire CENPJ Protéine associée au Microcéphalie / (Bond et al., 2005)*
centrosome Anomalies du fuseau mitotique {Mclintyre, 2012
Mort cellulaire des progéniteurs #313}
Microcéphalie primaire héréditaire STIL Protéine associée au Mort embryonnaire précoce, anomalies du / (Kumar et al., 2009)*
centrosome tube neural
Microcéphalie primaire héréditaire CEP152 Protéine associée au / / (Guernsey et al., 2010)*
centrosome
Microcéphalie primaire héréditaire CASC5 Protéine associée au Mort embryonnaire précoce / (Genin et al., 2012)*
chromosome
Microcéphalie primaire héréditaire ATR Kinase Mort embryonnaire précoce / (O'Driscoll et al., 2003)*

Microcéphaliee associée a un nanisme

(de Klein et al., 2000)

(Brown and Baltimore,
2000)
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Microcéphalie isolée ou associée a WDR62 Protéine associée au / Diminution de la prolifération des (Bilguvar et al., 2010)*
Pachygyrie/PMG et une hypoplasie centrosome progéniteurs (Yuetal., 2010
cérébelleuse L
(Bogoyevitch et al., 2012)
Lissencéphalie classique (Lisl)
Agyrie/pachygyrie/HLSC isolée(s) PAFAH1B1 Protéine associée aux | Désorganisation de la plaque corticale Défaut de division des glies radiaires (Reiner et al., 1993)*
(LIs1) gﬁicrgtubules etala Diminution du branchement des Anomalie de la morphologie des neurones (Hirotsune et al., 1998)
yneine interneurones en migration multipolaires (Gopal et al., 2010)
Arrét de la migration radiaire (Tsai et al., 2005)
DCX Stabilisation des Défaut de nucléokinése et de branchement Arrét de la migration radiaire (des Portes et al., 1998)*
microtubules des interneurones (Gleeson et al., 1998)*
Co‘uche ectopique de neurones dans (Koizumi et al., 2006a)
I'hippocampe
(Bai et al., 2003)
KIF2A Dépolymérase des Dilatation ventriculaire (Poirier et al., 2013)*
microtubules Défaut de lamination du cortex et de (Homma et al., 2003)
'hippocampe (Maor-Nof et al., 2013)
Défaut d’axonogenése
TUBG1 Protéine du Mort embryonnaire au stade morula Arrét de la migration radiaire (Poirier et al., 2013)*
centrosome (Yuba-Kubo et al., 2005)
Agyrie-pachygyrie avec hypoplasie TUBAIA Unité structurelle des | Perturbation des couches II/1ll et IV du cortex / (Keays et al., 2007)*
I'hippocampe
Agyrie-pachygyrie et anomalies génitales ARX Facteur de Retard de migration tangentielle Défaut de prolifération des progéniteurs (Kitamura et al., 2002)*
transcription Perte des interneurones NPY+ Anomalie de la morphologie des neurones (Colasante et al., 2013)
Réduction des progéniteurs neuronaux multipolaires (Friocourt et al., 2008)
Réduction des couches superficielles du cortex Arrét de la migration radiaire
Agyrie-pachygyrie et hypoplasie cérébelleuse RELN Glycoprotéine Lamination du cortex inversée / (Hong et al., 2000)*
sévere sécrétée (Caviness, 1982)
VLDLR Récepteur Lamination du cortex inversée / (Gulsuner et al., 2011)*

transmembranaire

(Trommsdorff et al.,
1999)

Hétérotopie nodulaires péri-ventriculaire
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(HNPV)

HNPV FLNA Protéine associée a Microcéphalie Altération de la glie radiaire (Sheen et al., 2001)*
Factine Cortex fin Anomalie de la morphologie des neurones (Feng et al., 2006)
Diminution de la population des progéniteurs multipolaires (Nagano et al., 2004)
neuronaux Arrét de la migration radiaire (Lian et al., 2012)
(Carabalona et al., 2012)
HNPV associée a une microcéphalie et ARFGEF2 Trafic vésiculaire Hétérotopie péri-ventriculaire / (Sheen et al., 2004)*
hypoplasie du corps calleux (Zhang et al., 2012)
Lissencéphalie pavimenteuse (Lisll)
Syndrome Walker-Warburg/ Syndrome POMT1 Voie de glycosylation Mort embryonnaire précoce (Beltran-Valero de
- - i 1 - *
Muscle-eye-brain de”IaIn?atrlce extra Bréches dans la membrane piale Bernabe et al., 2002)
cellulaire (Willer et al., 2004)
POMT2 Voie de glycosylation Migration excessive des neurones pyramidaux (van Reeuwijk et al.,
1, - *
delllalmatrlce extra Breches dans la membrane piale 2005)
cellulaire
Anomalies de la migration des neurones (Huet al, 2011)
cérébelleux
Anomalies de la morphologie du gyrus denté
POMGnNT1 Voie de glycosylation Breches dans la membrane piale (Yoshida et al., 2001)*
dela matrlce extra- Anomalies de la morphologie du gyrus denté (Lietal, 2011)
cellulaire
LARGE Voie de glycosylation Breches dans la membrane piale (Longman et al., 2003)*
de la ”_]atnce extra- Anomalies de la morphologie du gyrus denté (Lietal., 2011)
cellulaire
B3GALNT2 Voie de glycosylation / (Stevens et al., 2013)**
de la matrice extra-
cellulaire
B3GNT1 Voie de glycosylation Breches dans la membrane piale (Buysse et al., 2013)
dela rr?atrlce extra- Défaut de migration neuronale (Shaheen et al., 2013)*
cellulaire
Anomalies du guidage axonal (Wright et al., 2012)
GTDC2 Voie de glycosylation / (Manzini et al., 2012)*
de la matrice extra-
cellulaire
ISPD Voie de glycosylation Breches dans la membrane piale (Willer et al., 2012)*

de la matrice extra-
cellulaire

Défaut de migration neuronale

(Roscioli et al., 2012)*

(Vuillaumier-Barrot et al.,
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Anomalies du guidage axonal

2012)*
(Wright et al., 2012)

TMEM5 Voie de glycosylation / (Vuillaumier-Barrot et al.,
de la matrice extra- 2012)*
cellulaire
LAMB1 Protéine de la Mort embryonnaire précoce (Radmanesh et al., 2013)*
matrlcfe extra- (Miner et al., 2004)
cellulaire
Syndrome Walker-Warburg/ Syndrome FKTN Voie de glycosylation Breches dans la membrane piale / (Kondo-lida et al., 1999)*
Fukuyama de”Ialn?atrlce extra- Migration excessive des neurones pyramidaux (Takeda et al., 2003)
cellulaire
Anomalie de la lamination du cortex de
I'hippocampe et du cervelet
FKRP Voie de glycosylation Dilatation ventriculaire / (Brockington et al.,
. _ *
delllalmatrlce extra Diminution du nombre de neurones corticaux 2001)
cellulaire
Défaut d’organisation du cortex, du cervelet et (Chan et al., 2010)
de I'hippocampe
Polymicrogyrie (PMG)
PMG bilatérales fronto-pariétales GPR56 Récepteur Breches dans la membrane piale / (Piao et al., 2004)*
Anomalies cérébelleuses transmembranaire Migration excessive des neurones pyramidaux (Koirala et al., 2009; Li et
et cérébelleux al., 2008)
Anomalie de lamination du cortex et du
cervelet
PMG bilatérales péri-sylvienne SRPX2 Protéine sécrétée / Arrét de la migration radiaire (Roll et al., 2006)*
Défaut d’orientation des processus apicaux (Salmi et al., 2013)
neuronaux
PMG bilatérales péri-sylvienne/ frontales DYNC1H1 Transport intra- KO : Mort embryonnaire Arrét de la migration radiaire (Poirier et al., 2013)*
cellulaire ENU : dégénération des neurones moteurs Découplage du noyau et du centrosome des | (Harada et al., 1998)
neurones en migration (Hafezparast et al., 2003)
(Shu et al., 2004)
PMG multi-focales bilatérales TUBB2B Unité structurelle des | Diminution de I'épithélium cortical Arrét de la migration radiaire (Keays et al., 2007)*
Hypoplasie cérébelleuse, du tronc cérébral et Microtubules Forte dilatation ventriculaire (Stottmann et al., 2013)
anomalie des ganglions de la base Diminution des interneurones GAD67+ (Jaglin et al., 2009)
Microcéphalie — - - 7 Py— oy — *
TUBB3 Unité structurelle des | Anomalies de guidance axonale Défaut de la prolifération des progéniteurs (Poirier et al., 2010)

Microtubules

intermédiaires

Anomalie de la morphologie des cellules

(Tischfield et al., 2010)
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multipolaires

Retard de la migration radiaire

Travaux de cette thése

TUBB5 Unité structurelle des | / Augmentation de la longueur de la division (Breuss et al., 2012)*
Microtubules cellulaire des glies radiaires
Accumulation modérée des neurones
pyramidaux dans la ZI
PMG unilatérales/diffuses PAX6 Facteur de Augmentation des neurones Reelin+ et / (Sisodiya et al., 2001)*
transcription Calrétinine+ (Stoykova et al., 2003)
Hétérotopie neuronale sous-corticale (Kroll and O'Leary, 2005)
PMG non définies TBR2 Facteur de Microcéphalie / (Baala et al., 2007)*
transcription Diminution des progéniteurs intermédiaires (Arnold et al., 2008)
Différentiation perturbée des neurones
pyramidaux
Neurogeneése abolie dans I’hippocampe
Schizencéphalie
Schizencéphalie SHH Morphogene Diminution de la taille du cortex / (Hehr et al., 2010)*
Défaut du cycle cellulaire des progéniteurs (Komada et al., 2008)
Apoptose des progéniteurs
Défaut de lamination corticale
Schizencéphalie SIX3 Facteur de Morphologie anormale des commissures / (Hehr et al., 2010)*

transcription

cérébrales

(Rizzoti et al., 2004)

référence présentant I'implication du géne dans les MDC
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RESULTATS

Mon travail de thése a consisté dans un premier temps a démontrer I'implication du géne
TUBB3 qui code la sous unité tubuline B3 dans des formes de MDC. Puis dans un deuxieme
temps, a explorer les mécanismes physiopathologiques de ces malformations dues aux
mutations dans TUBB3 afin de mieux comprendre le role de cette tubuline dans le
développement du cortex cérébral.

Ces investigations ont été effectuées en explorant les mutants humains identifiés ou en
inactivant le gene TUBB3 par ARNsh. Les expériences entreprises se situent au niveau
moléculaire par des expériences de biochimie, au niveau cellulaire en utilisant des lignées
cellulaires (Cos7) ou des fibroblastes cutanés de patients présentant une mutation TUBB3 et
enfin in vivo grace a I'approche d’électroporation in utero chez la souris.

Au début de ce travail, des investigations de I'équipe ont impliqué deux autres sous-unités
tubulines dans des formes de MDC: TUBA1 et TUBB2B. Il semblait alors judicieux de
contribuer également a la compréhension de la redondance ou de la spécificité fonctionnelle
de ces différentes sous unités.

Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous dans deux articles : le premier publié dans
Human Molecular Genetics en 2010 et le second accepté pour publication dans le méme
journal. Les résultats non publiés sont présentés de facon indépendante.

Enfin, deux articles annexes pour lesquelles j'ai participé aux travaux et présentant un
nouveau type de MDC associée a une mutation TUBA1A et de nouveaux genes responsables
de MDC sont inclus en fin de cette partie « Résultats ».
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Article 1: Des mutations dans la sous-unité tubuline
neuronale TUBB3 résultent en une malformation du
développement cortical et des défauts de la migration
neuronale.

Mutations in the neuronal beta tubulin subunit TUBB3 result in malformation of

cortical development and neuronal migration defects

Hum Mol Genet. 2010 Nov 15;19(22):4462-73.

Poirier K, Saillour Y, Bahi-Buisson N, Jaglin XH, Fallet-Bianco C, Nabbout R, Castelnau-
Ptakhine L, Roubertie A, Attie-Bitach T, Desguerre |, Genevieve D, Barnerias C, Keren B,
Lebrun N, Boddaert N, Encha-Razavi F & Chelly J.

Des mutations dans le gene TUBB3, codant l'isotype 3 de la tubuline 3, ont été récemment
associées a des syndromes neurologiques variés, qui ont tous en commun des défauts de la
motilité oculaire et regroupés sous le terme de Congenital fibrosis of the extraocular muscles type
3 (CFEOM3) (Tischfield et al., 2010). De maniéere surprenante, et contrairement a ce qui a été
précédemment décrit concernant les malformations associées a des mutations dans les
génes TUBA1A et TUBB2B, aucune anomalie de la migration neuronale n'a été apportée
dans cette étude.

Notre étude décrit I'existence de six mutations faux-sens identifiées dans le gene TUBB3,
chez douze patients, incluant un cas foetal. Les mutations ont été trouvées a I'état
hétérozygote, sauf un cas homozygote, et peuvent étre de novo, ou transmises selon un
mode autosomique dominant. Tous les patients ont en commun des anomalies complexes
du développement du cortex, évocatrices de polymicrogyries frontales ou de
désorganisations et simplifications gyrales, associées a la combinaison récurrente observée
dans les tubulinopathies décrites précédemment : des anomalies du corps calleux et de la
capsule interne des ganglions de la base ainsi qu'une hypoplasie du pont et du cervelet. En
revanche, nous n'observons aucun signe de CFEOM3 chez ces patients.

Les données d'imagerie ainsi que les analyses neuroropathologiques du cas feetal
démontrent que les mutations du gene TUBB3 pourraient étre associées a un spectre tres
large d'anomalies neuro-anatomiques d'origine développementale, caractérisées par des
défauts de la migration et de la différenciation neuronales, ainsi que du guidage axonal.

Des explorations fonctionnelles ont révélé que certaines mutations peuvent étre associées a
une diminution de la quantité d'hétérodiméres produits. Néanmoins, les hétérodiméres
formés incorporent les microtubules correctement. Nous nous sommes donc intéressés aux
propriétés de stabilité du cytosquelette de microtubules dans des cultures primaires de
fibroblastes des patients et nous avons pu mettre en évidence une altération de la stabilité
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des microtubules en les soumettant a une dépolymérisation forcée par le froid. La
modélisation de la structure de la tubuline B3 nous a permis de constater que les résidus
mutés et localisés a la surface de la tubuline que nous avons identifiés sont localisés sur la
face interne des microtubules, opposée a celle ol sont présentes les mutations associées au
CFEOMS3.

Ces résultats suggerent donc que les mutations de la tubuline B3 pourraient entrainer des
phénotypes différents selon leur localisation, vraisemblablement par une combinaison
d'effets modérés sur I'hétérodimérisation et de perturbations des interactions avec des
protéines régulatrices, stabilisatrices et/ou déstabilisatrices sur la fonction des microtubules,
expliquant ainsi la variabilité phénotypique observée chez les patients.
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Article 2: Les isoformes de tubulines B ne sont pas
interchangeables pour restaurer I'altération de la migration
radiaire due a I'inactivation de Tubb3.

Beta tubulin isoforms are not interchangeable for rescuing impaired radial

migration due to Tubb3 knockdown

Hum Mol Genet. 2013 Oct 30

Saillour Y, Bruel-Jungerman E, Broix L, Lebrun N, Rucci J, Poirier K, Francis F & Chelly J

Cette étude, faisant suite a la précédente, s’intéresse a I'effet de la perte d’expression de la
tubuline B3 et des mutations responsables de MDC décrites dans le premier article sur les
processus de la migration radiaire des neurones pyramidaux corticaux par une approche
d’électroporation in utero chez la souris.

L’inactivation de Tubb3 entraine un défaut de migration drastique au jour embryonnaire
E18.5, quatre jours aprées électroporation de '’ARNsh. La majorité des cellules électroporées
est présente dans la zone sub-ventriculaire (ZSV) et la zone intermédiaire du cortex
embryonnaire, contrairement aux cellules ayant intégrées le contréle scramble qui ont migré
dans la plaque corticale. Des explorations plus précises au stade E16.5 montrent des
anomalies morphologiques significatives de la population des cellules électroporées par
I’ARNsh présentes dans la ZSV. On observe ainsi une diminution du nombre de cellules
multipolaires présentant des processus multiples bien visibles, a I'inverse, on constate une
augmentation du nombre de cellules rondes ne présentant pas ou peu de processus. Ces
deux types morphologiques représentent encore 50% des cellules bloquées dans la ZSV a
E18.5. Ces résultats laissent donc penser que la diminution de Tubb3 entraine des défauts du
contréle des étapes de multipolarisation et re-bipolarisation des neurones pyramidaux lors
de la migration radiaire.

Des analyses de I'immuno-marquage au stade E16.5 de la protéine Thr2, spécifique des
progéniteurs neuronaux intermédiaires présents dans la ZSV, révelent une augmentation de
la population de progéniteurs intermédiaires électroporés avec I’ARNsh anti-Tubb3. De plus,
des études de la prolifération des progéniteurs ne montrent pas de différence de division
cellulaire dans la zone ventriculaire mais une diminution importante et significative du
nombre de cellules KI67+ ayant incorporé I’ARNsh en comparaison du contrdle dans la zone
sub-ventriculaire montrant donc un effet de linhibition de Tubb3 sur la division des
progéniteurs intermédiaires. Ces résultats souléevent de nombreuses questions sur le role
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potentiel de TUBB3 dans cette population puisque jusqu’a présent la protéine TUBB3 était
décrite exclusivement comme étant un marqueur neuronal post-mitotique.

De plus, nous avons pu constater de maniére intéressante que le défaut de migration
observé est un retard, et non pas un arrét des neurones en migration puisqu’aux stades
post-nataux P2 et P10, alors que linhibition de Tubb3 est maintenue, les neurones
électroporés rejoignent la plaque corticale.

Enfin, nous avons décidé de prendre avantage de ce modeéle de défaut migratoire du a
I’absence d’une sous-unité tubuline pour tester la redondance fonctionnelle de la famille des
tubulines B. L'arrét de migration observé peut étre sauvé par une surexpression du transcrit
humain de TUBB3 alors que les tubulines TUBB1, TUBB2B et TUBB4A sont dans l'incapacité
de restaurer pleinement la migration radiaire des neurones sous exprimant Tubb3. Ces
observations étayent donc I’hypothése selon laquelle les sous-unités tubulines possédent
des spécificités fonctionnelles.
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Données complémentaires de I'article 2

En plus des résultats publiés dans Human Molecular Genetics, nous avons complété I'étude
de I'impact de I'inhibition de Tubb3 sur la population de progéniteurs intermédiaires.

Nous avons ainsi effectué une étude de I'expression de Tubb3 dans les progéniteurs
intermédiaires in vivo et ex vivo par immuno-histochimie et culture mixte de neurones et de
progéniteurs intermédiaires (figure 36).

Le profil d’expression cérébral de Tubb3 chez 'embryon murin aux stades E14.5 et E16.5
montrent une absence d’expression dans la ZV (et donc dans les glies radiaires) et un début
d’expression dans la ZSV notamment plus forte dans la partie basale de cette zone. Le co-
marquage Tujl/Tbr2 dans cette partie pourrait suggérer une co-expression des ces
protéines. Toutefois, de part le fait que Tbr2 soit une protéine nucléaire et Tubb3 une
protéine cytoplasmique, il est difficile de conclure définitivement a I'expression de ces deux
marqueur dans la méme cellule. C'est pourquoi nous avons effectué une culture primaire
mixte de cellules neuronales et de progéniteurs intermédiaires a partir de cortex
embryonnaire de souris au stade de développement E14.5 fixée deux jours plus tard. Les
immuno-marquages de Tubb3 et Tbr2 montrent deux populations cellulaires distinctes
exprimant uniquement un des deux marqueurs comme attendu mais aussi une petite
population de cellule co-exprimant a la fois Tubb3 et Tbr2. Nous avons pu estimer que ces
cellules représentent environ 10% des cellules exprimant Tbr2 (figure 36).
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Figure 36 : Profil d’expression de Tubb3 et Thr2

(A-B) Immuno-histochimie d’une coupe coronale embryonnaire de souris aux stades E14.5 et E16.5 avec les anticorps anti
Tbr2 et anti-Tubb3 (Tujl) montrant un chevauchement de leurs aires d’expression dans la ZSV. (C) Marquage par immuno-
cytochimie d’une culture mixte de neurones et de progéniteurs intermédiaires par les anticorps anti-Thr2 et anti-Tubb3
(Tuj1). Les cellules co-exprimant les deux marqueurs sont indiquées par une fleche.
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Résultats non publiés:

Pour mieux caractériser les défauts entrainés par les mutations de TUBB3 au niveau
cellulaire, nous avons exploré les phénoménes de croissance des extrémités (+) des MT et
complété notre étude sur la dépolymérisation des MT soumis a un stress thermique dans les
fibroblastes cutanés de patients présentant une mutation TUBB3.

Ces expériences ont été entreprises aprés vérification de I'expression de TUBB3 au niveau
transcriptionnel et traductionnel dans les fibroblastes par RT-PCR quantitative et Western-
Blot

Etude de la croissance des MT dans les fibroblastes de patients porteurs de
mutations TUBB3.

L'étude de la croissance des MT consiste a analyser la dynamique de croissance des
extrémités (+) des microtubules en les traquant en temps réel grace a la surexpression de la
protéine des extrémités (+) EB3 fusionnée a la GFP. Les enregistrements ont été réalisés
dans les fibroblastes cutanés de patients présentant les mutations p.Gly82Arg, p.Thr178Met,
p.Glu205Lys, p.Ala302Val hétérozygote et homozygote ainsi que dans deux controles.

Les résultats n’ont révélé aucune différence entre les vitesses de croissance des MT des
fibroblastes controle ou mutés (Figure 38).
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Figure 37 : Etude de la croissance des MT dans les fibroblastes de patients présentant une mutation de TUBB3.
La surexpression de la protéine EB3 fusionnée a la GFP permet de suivre la croissance des extrémités (+) des MT.

L’enregistrement de la vitesse de croissance des MT dans les fibroblastes contréles et présentant une mutation dans TUBB3
n’a montré aucune différence (n=10).
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Etude de la dépolymérisation des MT au froid dans les fibroblastes de
patients mutés dans TUBBS3.

Afin d’explorer un défaut éventuel de stabilité des MT dans les fibroblastes de patient
présentant une mutation TUBB3, nous les avons soumis a une dépolymérisation forcée au
froid et suivie par immuno-cytochimie I'aire du réseau de MT a différent temps d’exposition
au froid. Nous avons ainsi pu montrer que tous les mutants testés présentent une
dépolymérisation accélérée par rapport aux fibroblastes contréles. Dans un second temps
nous avons testé I'effet de I'inhibition de TUBB3 dans les fibroblastes contrbles et avons
observé une résistance des microtubules au froid. Ce phénotype est inverse a celui observé
chez les fibroblastes présentant une mutation TUBB3, ce qui suggére que ces mutations
n’agissent pas comme une haplo-insuffisance (Figure 39).
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Figure 38 : Etude de la dépolymérisation des MT dans les fibroblastes de patients TUBB3 soumis au froid.

(A) Marquage du réseau de microtubules a différent temps de traitement au froid. (B) Le calcul de I'aire relative des
microtubules dans la cellule permet de suivre la diminution du réseau de microtubule au cours du temps dans chaque type
de fibroblastes. (C) Analyse statistique du l'aire relative du réseau de microtubules dans les cellules apres 11 minutes au
froid. Elle permet de constater une diminution significative chez tous les mutants. (D) Etude de I'effet de I'inhibition de
TUBB3 sur les fibroblastes contrdles, noter que le phénotype induit par 'ARNsh est inverse a celui observé chez les
fibroblastes mutés pour TUBB3 (n=20 ; t-test, *= p<0.05,**= p<0.01, *= p<0.001).
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Article annexe 1 : Elargissement du spectre des dysgénésies
corticales liées a TUBA1A aux polymicrogyries.

Expanding the spectrum of TUBA1A-related cortical dysgenesis to
Polymicrogyria.

Eur J Hum Genet. 2013 Apr;21(4):381-5.

Poirier K, Saillour Y, Fourniol F, Francis F, Souville I, Valence S, Desguerre |, Marie Lepage J,
Boddaert N, Line Jacquemont M, Beldjord C, Chelly J & Bahi-Buisson N.

Les mutations de novo du gene TUBA1A sont responsables d’un spectre de troubles de la
migration neuronale allant de la lissencéphalie a la pachygyrie péri-sylvienne. Récemment
une famille présentant une polymicrogyrie (PMG) ainsi qu’une mutation dans TUBAIA a été
décrite (Jansen et al., 2011).

Par conséquent le but de cette étude est de déterminer la fréquence des mutations de
TUBA1A dans les patients présentant des PMG et de mieux définir les caractéristiques de ces
PMG liées aux mutations dans ce géne. Nous avons criblé un panel de 95 cas sporadiques
présentant des PMG bilatérales non-syndromiques incluant 54 PMG péri-sylvienne et 30
PMG associées a d’autres malformations cérébrales. Trois mutations ont été identifiées :
dans un cas de PMG bilatérales asymétriques isolées (p.Val235Leu) et deux cas de PMG
asymétriques péri-sylviennes associées a des anomalies du pont et du cervelet (p.Tyr161His
et p.Arg390Cys). Ces mutations sont donc retrouvées dans 3,1% des PMG totales non
expliquées et dans 10% des PMG associées aux anomalies habituellement observées dans les
tubulinopathies.

Les mutations sont réparties dans les trois domaines de la structure primaire de la protéine
mais leurs localisations dans la structure tertiaire suggérent un impact de ces mutations sur
la dynamique des microtubules, leur stabilité et/ou leurs interactions avec les protéines
associées.

Ces données confirment donc I'extension aux PMG du spectre des MDC liées aux mutations
du géne TUBAIA et insiste d’avantage sur I'importance des anomalies des ganglions de la
base, du corps calleux, du pont et du cervelet pour I'orientation du diagnostic moléculaire
des PMG.
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Article annexe 2: Les mutations dans les genes TUBGI1
DYNC1H1, KIF5C et KIF2ZA sont responsables de
malformations du développement cortical associées a une
microcéphalie.

Mutations in TUBG1, DYNC1H1, KIF5C and KIF2A cause malformations of
cortical development and microcephaly.

Nat Genet. 2013 Aug;45(8):962.

Poirier K, Lebrun N, Broix L, Tian G, Saillour Y, Boscheron C, Parrini E, Valence S, SaintPierre
B, Oger M, Lacombe D, Geneviéve D, Fontana E, Darra F, Cances C, Barth M, Bonneau D,
Bernadina BD, N'guyen S, Gitiaux C, Parent P, des Portes V, Pedespan JM, Legrez V,
Castelnau-Ptakine L, Nitschke P, Hieu T, Masson C, Zelenika D, Andrieux A, Francis F, Guerrini
R, Cowan NJ, Bahi-Buisson N, Chelly J.

Ces travaux publiés récemment par notre équipe montrent I'implication de nouveaux géenes
dans les MDC et présentent des données physiopathologiques pour chacun d’entre eux.

Un projet de séquencage de I'exome de 16 patients présentant des MCD non expliquées (10
lissencéphalie/pachygyrie et 6 PMG) et de leurs parents a la recherche de mutation de novo
a été entrepris. Une stratégie de gene candidat focalisant sur les génes codant les protéines
du réseau de MT et de protéines associées aux MT a permis de mettre en évidence des
mutations faux-sens de novo dans des genes codant les moteurs moléculaires du transport
intracellulaire dépendant des microtubules. Ainsi, deux mutations ont été retrouvées dans
DYNC1H1 codant la sous unité lourde du complexe dynéine et une mutation dans KIF5C et
KIF2A codant deux membres de la famille des kinésines. De plus, deux mutations ont été
retrouvées dans TUBG1, une des deux tubulines y constituant du centrosome. Le criblage
d’une cohorte supplémentaire de 300 patients présentant des MDC a permis d’identifier
sept mutations supplémentaires dans DYNC1H1 et une nouvelle dans KIF2A et TUBG1.

Les patients présentant une mutation dans ces geénes partagent certains signes
phénotypiques  communs: une malformation  corticale  sévere de  type
lissencéphalie/pachygyrie (13/15) ou PMG frontale (2/15) suivant un gradient de sévérité
postérieur>antérieur associée a une microcéphalie (9/15) une épilepsie précoce (14/15) et
une dysgénésie du corps calleux (11/15).

Dans un deuxiéme temps, nous avons exploré les conséquences de ces mutations dans la
fonction des différentes protéines. Nous avons ainsi mesuré la capacité des kinésines
mutantes et sauvages a hydrolyser I’ATP et avons pu observer une absence compléete
d’hydrolyse dans le cas de la protéine KIF5C mutante. Ce résultat suggére une incapacité de
la protéine mutante a migrer le long des microtubules. Ceci a été confirmé par des
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expériences cellulaires dans des cellules COS7 qui ont révélé une localisation de la protéine
mutante anormalement enrichie sur les MT.

Parallelement a ces expériences, les séquences du domaine de liaison aux microtubules de
DYNC1H1 sauvage et muté ont été testées pour leur capacité a co-sédimenter avec des MT
polymérisés par le taxol. Ces expériences ont montré une réduction significative de la
capacité des protéines mutantes DYNC1H1 p.Lys3336Asn et p.Arg3384GlIn a se lier aux MT.

De plus, 'humanisation de la levure a montré des anomalies mitotiques chez les mutants
TUBG1 consistant en une position incorrecte du noyau et suggérant un défaut de
I'organisation du faisceau de microtubules mitotiques. Enfin, I'inactivation in utero chez la
souris de Tubgl entraine un arrét de la migration radiaire des neurones pyramidaux
corticaux. Ces résultats montrent le réle de TUBG1 a la fois dans les processus mitotique et
migratoire.

Les résultats de ces études renforcent I'importance des protéines du centrosome et de
I'interactome des MT dans le développement cortical et suggérent que les processus
mitotiques et post-mitotiques dépendants des MT sont des contributeurs majeurs de la
physiopathologie des MDC.
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DISCUSSION

Les progrés technologiques rapides de la biologie moléculaire appliqués a la génétique
humaine ces quinze dernieres années ont permis d'élucider les causes génétiques d’un grand
nombre de malformations du développement du cortex et d'anomalies de la migration
neuronale jusqu'alors inexpliquées. Ainsi notre laboratoire, aprés avoir impliqué a la fin des
années 1990 le géne DCX dans la lissencéphalie classique liée a I’X et les HLSC (des Portes et
al., 1998), a contribué ces derniéres années a la description de formes de lissencéphalies
classiques et de polymicrogyries associées a des mutations dans des genes codant des
tubulines o et 3, TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 et TUBB5 formant ainsi le groupe naissant des
tubulinopathies (Breuss et al., 2012; Jaglin et al., 2009; Keays et al., 2007; Poirier et al.,
2010). Si l'implication du cytosquelette et des microtubules au cours du développement du
systéme nerveux central est bien connue maintenant, ces apports de la génétique ouvrent
de nouvelles voies pour comprendre le réle des microtubules, les mécanismes qui peuvent
en altérer la fonction au cours de la migration et de la différenciation neuronales. Au cours
de ce travail de thése, nous avons tout d’abord participé a I'implication du géne TUBB3 dans
les MDC, puis nous nous sommes intéressés aux impacts moléculaires, cellulaires et
développementaux de ces mutations et de la perte de fonction de TUBB3 ainsi qu’a
I'interchangeabilité fonctionnelle des sous unités de tubulines B.

Notre travail a montré I'existence de six mutations faux-sens dans sept familles de MDC
différentes. Ces mutations sont principalement observées a I'état hétérozygote et peuvent
étre de novo ou présentes chez un des parents symptomatique. Les patients présentent des
PMG ou des désorganisations de la gyration associées aux autres anomalies typiques des
tubulinopathies : anomalies du corps calleux et des ganglions de la base associées a des
dysgénésies du tronc cérébral et du cervelet.

Nos explorations physiopathologiques ont mis en évidence un défaut d’hétérodimérisation
au niveau biochimique de la majorité des mutants mais une incorporation correcte au
réseau de MT dans le contexte cellulaire ainsi qu’une instabilité au froid accentuée des MT
des fibroblastes des patients.

Nos études sur le développement cortical embryonnaire chez la souris nous ont permis de
mettre en évidence l'importance de Tubb3 dans le processus de migration radiaire,
notamment en observant des défauts de la population des progéniteurs intermédiaires et du
stade multipolaire de la migration des neurones pyramidaux.

Enfin, ces explorations par électroporation in utero ont générés des résultats intéressants
sur le caractére transitoire du défaut de la migration radiaire induite par la sous-expression
de Tubb3 ainsi que sur la non-interchangeabilité fonctionnelle des tubulines.

Les implications et les questions que générent ces résultats sont discutées dans les
paragraphes suivants.
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1. Implication de TUBB3 dans des formes de MDC.

1.1 Un gene, deux pathologies.

Peu avant I'implication par nos travaux de TUBB3 dans des formes de MDC présentant une
association de dysgénésies corticales (PMG ou désorganisation gyrale) associées a des
anomalies du corps calleux, des ganglions de la base, du tronc cérébral et du cervelet, le
groupe de E. Engle a mis en évidence des mutations hétérozygotes faux-sens de TUBB3 chez
des patients présentant un syndrome caractérisé par une anomalie d’innervation des
muscles oculaires CFEOM3 (Congenital fibrosis of the extraocular muscles type 3) sans anomalie
de la migration neuronale apparente (Tischfield et al., 2010). Toutefois, on observe chez ces
patients les anomalies des ganglions de la base, du corps calleux, du tronc cérébral et du
cervelet, communes a toutes les tubulinopathies. On constate donc en partie des
conséquences développementales communes dues aux deux types de mutations et des
atteintes oculaires et corticales différentes. Comment peut-on expliquer ces différences ?

On peut tout d’abord observer que les mutations retrouvées dans les deux pathologies sont
différentes. Le cas de I'acide aminé alanine 302 est instructif puisque sa substitution par une
thréonine entraine un syndrome CFEOM3 alors que sa substitution par une valine est
responsable d’'une désorganisation gyrale.

De facon intéressante également, des mutations récurrentes entrainent des phénotypes
comparables, ainsi la mutation p.Glu205Lys est a l'origine des deux cas de PMG
périsylviennes observés dans notre cohorte (Poirier et al., 2010) (Figure 40). De méme, les 8
patients porteurs de la mutation p.Glu410Lys présentent un phénotype particulier associant
un CFEOM au syndrome de Kallmann (anosmie et hypogonadisme) et a une déficience
intellectuelle (Chew et al., 2013).

Ces observations suggérent que I'acide aminé touché par la mutation ainsi que la nature du
changement d’acide aminé sont déterminants dans le type de malformations présentées par
le patient.

Si I'on s’attache a la localisation des mutations sur la structure primaire de la protéine
TUBB3, on peut constater que les mutations CFEOM3 et MDC sont réparties sans distinction
dans les trois domaines fonctionnels décrits (N-ter, Intermédiaire et C-Ter) (Figure 40-A).
Toutefois, la modélisation en trois dimensions de la protéine TUBB3 permet de constater
gue les mutations présentes a la surface de la protéine se situent sur la face externe des MT
pour les mutations CFEOM3 et sur la face interne pour les mutations MDC. Cette
modélisation permet également de prédire les fonctions dans lesquelles les acides aminés
sont impliqués principalement. Elles suggérent ainsi des fonctions différentes des acides
aminés mutés, ceux retrouvés dans les cas de CFEOM pouvant jouer un role plutot dans les
interactions avec les protéines se liant aux MT alors que celles de la face interne liées aux
MCD pourraient étre impliquées dans d’autres fonctions telles que la structure et la stabilité
des MT (Figure 40-B). Cette hypothése est confortée par des expériences effectuées chez la
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levure qui montrent que cing mutants CFEOM3 présentent un défaut de liaison aux
Kinésines (Tischfield et al., 2010).

Enfin, méme si aucun des résidus retrouvés mutés dans les deux pathologies n’est prédit
comme étant une cible de modification post traductionnelle, on ne peut pas exclure un effet
des mutations sur ce mécanisme.

A
MDC p.G82R PTL78M p‘E(Z:«sD)SK p'Agozxmazav p.M388Y
TUBB3 | Intermediaire -
1 229 ‘ ‘ 371 | ‘ 450
p.R380C ‘
p.D417N(4)
p.DAL7H
B
Mutation Formation des | Incorporation aux MT | Groupe | phénotype
Hétérodimeéres

p.Gly82Arg Indétectable Normale E PMG multifocales

p.Thrl78Met | Normale Normale A PMG généralisées

p.Glu205Lys | Indétectable +/- E PMG multifocales

p.Ala302Val | Indétectable Normale E Simplification gyrale

p.Met323Val | Diminuée Normale B Simplification gyrale

p.Met388Val | Indétectable +/- E Micro-lissencéphalie

p.Arg62GIn Indétectable +/- C CFEOM

p.Arg262Cys | Indétectable +/- D CFEOM

p.Arg262His | Diminuée Normale D CFEOM

p.Ala302Thr | Indétectable Normale E CFEOM

p.Arg380Cys | Indétectable Normale D CFEOM

p.Glu410Lys | Diminuée Normale D CFEOM+Kallmann

p.Asp417Asn | Diminuée Normale D CFEOM

p.Asp417His | Diminuée Normale D CFEOM

Figure 39 : Répartition et caractéristiques des mutations TUBB3.

(A) Répartition des mutations TUBB3 liées a une MCD ou un CFEOM sur la structure primaire de la protéine. Les chiffres
entre parenthéses indiquent le nombre de patients présentant cette mutation. (B) Tableau récapitulant pour chaque
mutation les phénotypes biochimiques de formation d’hétérodimeres a-B, d’incorporation au MT par surexpression
cellulaire, le groupe auquel elles appartiennent et le phénotype associé chez ’homme. Les mutations ont été assignées
dans 5 groupes suivant les modélisations structurelles 3D. Groupe A : poche de liaison au GTP, la liaison au nucléotide est
essentielle au repliement de la protéine, la stabilité des hétérodimeres et la dynamique des MT, groupe B : Interactions
longitudinales, groupe C: interactions latérales, groupe D : interactions avec les MAP et les protéines motrices, groupe E :
repliment de la tubuline.

148



1.2 Actualisation du concept de tubulinopathie.

Les premieres investigations génétiques mettant en évidence I'implication des sous—unités
TUBA1A et TUBB2B ont permis de définir un phénotype cortical spécifique pour ces deux
genes : ainsi, les mutations dans TUBAIA entrainent principalement des lissencéphalies
classiques alors que des mutations dans TUBB2B sont principalement responsables de PMG
asymétriques (Jaglin et al., 2009; Keays et al., 2007). La découverte de nouveaux cas de
patients présentant des mutations dans les sous-unités tubulines remettent en cause
partiellement la simplicité de cette classification.

Un travail récent au sein du laboratoire de corrélation génotype-phénotype étudiant une
cohorte de pres de 80 patients présentant une mutation dans une sous-unité tubuline a ou B
a pu confirmer la prépondérance d’un type de MDC pour chaque tubuline mais aussi un
chevauchement entre les différents types de tubulinopathies. Ainsi, TUBAIA est
majoritairement liée au spectre agyrie/pachygyrie a prédominance postérieure, TUBB2B a
des anomalies de type polymicrogyrique généralisé, TUBB3 a des malformations plus
modérées allant des PMG focales ou multifocales a la simplification gyrale et enfin TUBB5
est caractérisée par une microcéphalie sévere liée a une MDC légere. En outre, on retrouve
également des pachygyries liées a des mutations dans TUBB2B, des PMG généralisées liées a
TUBA1A et TUBB3 et des PMG focales liées a TUBA1A et TUBB2B. Dans tous les cas les
critéres distinctifs des tubulinopathies, c’est a dire la combinaison microcéphalie, anomalies
du corps calleux et des tracts cortico-thalamiques et anomalies sus-tentotielles (tronc
cérébral et cervelet) restent constants (Bahi-Buisson et coll., en rédaction).

L'implication de TUBB3 puis de TUBB2B dans des cas de CFEOM a encore augmenté le
niveau de complexité des phénotypes observés dans les pathologies du SNC liées aux
tubulines. Il est intéressant de constater que la mutation p.Glu421Lys de TUBB2B décrite par
le groupe de E. Engle cause un CFEOM associé a des PMG asymétriques bilatérales
(Cederquist et al.,, 2012). Ce phénotype montre le chevauchement phénotypique et
physiopathologique entre les CFEOM et les MDC liés aux mutations dans les tubulines.

Enfin, les données physiopathologiques générées par ce travail de thése montrant des
anomalies de la population des progéniteurs intermédiaires et des neurones en migration
dues a linactivation de Tubb3 tendent a confirmer que les PMG peuvent étre la
conséquence d’'une combinaison d’altérations de la prolifération des progéniteurs
neuronaux et des étapes précoces de la migration radiaire. Ces observations sont en
contradiction apparente avec la classification proposée par Barkovich selon laquelle les PMG
liées a TUBB3 seraient des malformations dues a un développement anormal post-
migratoire (Barkovich et al., 2012).
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2. Mécanisme d’action des mutations TUBB3.

Les mutations dans les tubulines étant presque exclusivement des mutations a I'état
hétérozygote, on peut donc conclure qu’elles agissent de facon dominante. On admet
classiqguement que cette dominance peut s’exercer par trois mécanismes d’action : I'haplo-
insuffisance, la dominance négative ou le gain de fonction.

Les expériences de biochimie entreprises montrent une incapacité de quatre des cing
mutations de TUBB3 testées a s’hétérodimériser, ce qui sous-entendrait une perte de
fonction de la protéine et donc une expression de la mutation par haplo-insuffisance.
Toutefois, la surexpression des mutants dans les cellules Cos7 montre la capacité des
mutants a s’incorporer au réseau de MT.

Les tests de dépolymérisation au froid montrent quand a eux une instabilité des MT des
fibroblastes mutés supposant donc que les mutations de TUBB3 entrainent un défaut
structurel des MT notamment des liaisons latérales B-B ou longitudinales a-B, ou encore de
liaison aux MAP stabilisatrices. Cette diminution de la stabilité est opposée a celle que nous
observons lors de nos expériences de dépolymérisation au froid des fibroblastes soumis a
I’ARNsh anti-TUBB3, ce qui suggére que I’haplo-insuffisance créée par les mutations est liée
a leur incorporation aux MT et ne mime pas I'effet de I'absence de protéine.

Nous avons étayé ces observations par nos expériences de complémentation in vivo de sous
expression de Tubb3 par deux mutants (p.Gly82Arg et p.Met388Val). Ces deux mutants sont
incapables de restaurer une migration normale des neurones ayant incorporé I’ARNsh
contrairement a la sur-expression de la forme sauvage de TUBB3. Ces résultats montrent
donc que ces formes de TUBB3 mutées ne sont pas pleinement fonctionnelles.

De plus, nous avons testé I'impact de la surexpression de ces deux mutants (p.Gly82Arg et
p.Met388Val) sur la migration radiaire. Nous avons constaté que les mutants n’entrainent
pas de défaut de migration majeur mais que la distribution des neurones ayant intégré le
mutant p.Met388Val semble plus diffuse suggérant un défaut subtil de I'organisation de ces
neurones dans la plaque corticale. Ces observations laissent penser que ces mutations n’ont
pas d’effet dominant négatif majeur.

Il est intéressant de noter que les mécanismes d’action des mutations responsables de
CFEOM et de MCD semblent différents. En effet, les tests fonctionnels effectués sur les
fibroblastes de patients présentant une mutation dans TUBB3 responsables de MCD ont
montré une vitesse de croissance normale des extrémités (+) alors que Tieschfield et coll.
montrent a l'inverse dans un modéle de levure que les mutations TUBB3 donnant un
CFEOM3 entrainent une diminution significative de la vitesse de polymérisation des MT. De
plus, il a été observé que ces dernieres mutations entrainent une augmentation de la
stabilité des microtubules comparable au phénotype créé par ’ARN-sh dans les fibroblastes
humains et opposée aux observations dans les fibroblastes de patients MCD présentant des
mutations TUBB3 (Tischfield et al., 2010).

150



Il est également important de rappeler que I'étude récente de I'équipe de N. Hirokawa
(décrite p.82-83) montre que deux mutants CFEOM3 (p.Gle410lys et p.Asp417His) agissent
par dominance négative et prouve que leur incorporation au MT est nécessaire a
I'observation du défaut d’axonogenese suite a leur surexpression in utero chez la souris
(Niwa et al., 2013).

En conclusion, les mécanismes physiopathologiques en jeu semblent complexes et différents
suivant le type de mutation, le processus et le niveau biologiques observés. Les travaux
entrepris aux échelles moléculaire et cellulaire tendant a privilégier un mécanisme d’haplo-
insuffisance par perte de fonction. En outre, les expériences in utero chez la souris ne
montrent pas d’effet dominant négatif majeur. Toutefois, un effet gain de fonction ne peut
pas étre exclu et il est probable que chaque mutation puisse affecter les différents processus
biologiques de fagon originale.

3. Role de TUBB3 dans la migration radiaire :

L’étude du réle de Tubb3 dans la migration neuronale radiaire a été appréhendée par une
approche in vivo qui consiste en sa sous-expression grace a un ARNsh électroporé in utero
chez la souris a E14.5 et par I'observation du destin des cellules électroporées dans le cortex
a différents stades embryonnaires et péri- ou post-nataux (E16.5, E18.5, PO, P2 et P10).

Nous avons constaté une présence importante de cellules ectopiques électroporées par
I’ARNsh dans la ZSV et la ZI alors que les cellules ayant incorporées la construction controle
ont migré majoritairement dans la plaque corticale. L’exploration de ce phénomeéne nous a
permis de mettre en évidence des défauts dans la population des neurones en migration
ainsi que dans celle des progéniteurs intermédiaires. Ces données apportent un nouvel
éclairage sur le role de la tubuline B3 sur certains processus cellulaires de la migration
neuronale radiaire.

3.1 Défauts des neurones pyramidaux en migration

3.1.1 Retard de la migration radiaire

Le retard de migration observé a la suite de I’électroporation in utero de ’ARNsh anti-Tubb3
est un phénotype qui a également été mis en évidence par cette méme approche chez les
rongeurs pour d’autres génes de MCD tels qu’Arx, Dcx, Lis1, FIna, Tubb2b ou Tubb5 (Bai et
al., 2003; Breuss et al., 2012; Friocourt et al., 2008; Jaglin et al., 2009; Nagano et al., 2004;
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Tsai et al., 2005). Cette observation est en corrélation avec la forte expression de Tubb3
dans les neurones corticaux.

Ce défaut de migration n’est pas un arrét définitif mais un retard puisque I'on constate aux
stades post-nataux que les neurones électroporés ont rejoint la plaque corticale alors que
I’expression de Tubb3 en post natal due a I’ARNsh est toujours réprimée. En effet nous
avons confirmé par immuno-histochimie la présence dans le cortex de neurones n’exprimant
pas ou peu Tubb3 (données non présentées). Ce résultat est original car peu d’études
explorent I'évolution temporelle du défaut de migration généré aux stades embryonnaires.
Contrairement a nos observations, les électroporations in utero des ARNsh anti-Srpx2 et Dcx
montrent un arrét de migration qui persiste apres la naissance (Salmi et al., 2013) (Manent
et al., 2009).

Comment peut-on expliquer ce phénotype transitoire ?

On peut supposer une prise en charge des fonctions de Tubb3 par d’autres sous-unités
tubuline B en postnatal, notamment par des sous-unités exprimées dans le cerveau foetal et
adulte. En se référant au tableau 2 (p.43) on peut estimer que TUBB2A et TUBB4B sont de
bons candidats dans I'hypothése de compensation (Les sous-unités TUBB2B et TUBB4A ayant
été incapables de restaurer complétement le phénotype dans nos expériences).

On peut aussi supposer une extinction de I'expression du ou des partenaires de Tubb3 dont
la perte d’interaction au stade embryonnaire serait impliqué(s) dans le défaut de migration
neuronale mais également l'induction d’un facteur permettant de surpasser I'absence de
Tubb3.

3.1.2 Anomalies morphologiques des cellules neuronales multipolaires

L’observation attentive des cellules présentes dans la ZAM (Zone d’Accumulation
Multipolaire) montre un défaut de la morphologie de ces cellules qui perdent leur
morphologie multipolaire au profit d’'une morphologie ronde ou présentant peu de
processus aux stades E16.5 et E18.5.

On peut mettre ce résultat en corrélation avec ceux observés dans les modeles
expérimentaux d’inactivation in utero par ARNsh de Dcx, FIna et Lis1. Dans ces trois modeéles
on observe également des défauts de la phase multipolaire de la migration radiaire.
L'inhibition de Dcx, Flna ou de Lisl entraine une accumulation de cellules multipolaires
bloguées présentant des processus tres mobiles (Bai et al., 2003; Nagano et al., 2004; Tsai et
al., 2005).

Ces résultats montrent l'importance de TUBB3 dans le controle de I'élongation des
processus des cellules multipolaires et dans la sortie de cette étape multipolaire qui dure de
24 a 36h (Noctor et al., 2004; Tabata and Nakajima, 2003). Cette sortie nécessite une re-
bipolarisation du neurone pour reprendre sa migration. Nous avons constaté que cette
phase multipolaire est rallongée dans notre modeéle puisque nous observons encore des

152



cellules dans la ZAM quatre jours aprés électroporation alors que les cellules contréles ont
atteints la PC. Il est envisageable que cette difficulté a sortir de la ZAM entraine le retard de
migration neuronale.

On peut expliquer ce phénomeéne par une trop grande stabilisation des MT dans les cellules
ayant intégré I’ARNsh anti-Tubb3. En effet nous avons pu constater dans les fibroblastes que
I'inhibition de TUBB3 entraine une résistance des MT au froid qui pourrait étre due a
I'augmentation de la stabilisation des MT. Ces résultats confortent le fait que TUBB3 est
considérée comme la plus dynamique des sous-unités tubuline B et qu’elle est retrouvée
enrichie dans les MT instables (Falconer et al., 1992). L’absence de Tubb3 entrainerait alors
une modification de la composition des MT en tubuline B, favorisant la présence des
tubulines B les moins dynamiques.

Les changements morphologiques de la phase multipolaire entrainent I'extension et la
rétractation rapide des processus cellulaires suivie d’une bipolarisation. Ces modifications
nécessitent une réorganisation rapide du réseau de MT comprenant des séries de
catastrophes et de repolymérisations des MT. On peut alors supposer que I'absence de
Tubb3 a pour conséquence une baisse de la dynamique des MT et donc des difficultés pour
la cellule a entreprendre ces changements morphologiques nécessaires a une migration
radiaire correcte.

Il a été montré récemment que Tubb3 interagit avec le récepteur de Netrin-1 DCC (Deleted in
Colorectal Cancer) dans des neurones corticaux de souris en culture et que cette interaction
est induite par Netrin-1. De plus, cette interaction est dépendante de la dynamique des MT
et Netrin-1 module directement cette dynamique via Tubb3. Enfin, les auteurs montrent que
I'inhibition de Tubb3 par ARNsh dans des neurones corticaux en culture inhibe la pousse
neuritique induite par Netrin-1 (Qu et al., 2013). Ces résultats montrent donc un lien direct
entre une molécule de signalisation, le recrutement de la tubuline B3 a son récepteur et le
role de cette isoforme dans la réponse biologique a apporter a ce signal. Il est envisageable
d’extrapoler ces données dans notre modéle ou I'absence de Tubb3 empéche la cellule de
répondre correctement a un signal extracellulaire lui intimant d’entreprendre des
changements morphologiques drastiques.

Ces résultats confirment donc I'importance des MT et de leurs protéines associées dans le
contréle des changements morphologiques de I'étape multipolaire de la migration radiaire.
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3.2 Défauts des progéniteurs intermédiaires

L’exploration de la population de progéniteurs intermédiaires nous a permis de mettre en
évidence une augmentation d’environ 20% de cellules exprimant le marqueur Thr2 suite a
I’électroporation de I’ARNsh. De plus, I'étude de la division cellulaire nous a révélé une
diminution drastique du nombre de cellules entreprenant une division dans la ZSV (mais pas
dansla zv).

Ces observations soulevent des interrogations, notamment en raison du fait que Tubb3 est
considéré comme un marqueur neuronal post-mitotique. Ces phénotypes sont-ils les
conséquences de mécanismes intrinseques ou extrinseques ? Le profil d’expression de
Tubb3 est il en adéquation avec ces observations ? Tubb3 peut-elle avoir un role dans la
division cellulaire ? Peut-on imaginer un mécanisme pouvant expliquer ces phénomenes ?

La sous-unité tubuline B3 a été caractérisée comme étant une protéine neuro-spécifique
exprimée tot dans le développement (Menezes and Luskin, 1994). Des études d’analyses de
la séquence du promoteur de Tubb3 ont montré la présence de nombreux sites présumés de
fixation des facteurs de transcription Nex1/MATH-2 et AP-2 suggérant que |I'expression de
Tubb3 pourrait étre régulée par des facteurs de transcription nécessaires au déterminisme
neuronal et a la différenciation morphologique précoce (Dennis et al., 2002).

Le profil d’expression cérébral de Tubb3 chez I'embryon murin montre une absence
d’expression dans la ZV (et donc dans les glies radiaires) et une expression modérée dans la
partie apicale de la ZSV qui se renforce dans la partie basale de cette zone ((Menezes and
Luskin, 1994) et données personnelles).

Un co-marquage des marqueurs Tbr2 et Tujl sur les coupes de cerveau embryonnaire de
souris aux stades E14.5 et E16.5 montre que ces deux protéines sont co-exprimées dans une
partie de cette zone mais Tbr2 et Tujl étant exprimés dans deux compartiments cellulaires
différents il est difficile de conclure définitivement sur leurs expressions par les mémes
cellules. La culture primaire ex vivo de progéniteurs intermédiaires murins montre bien que
les protéines Thr2 et Tujl définissent deux populations cellulaires distinctes avec une
population minoritaire co-exprimant les deux marqueurs pouvant illustrer un
chevauchement de I'expression de ces deux marqueurs au cours de la différenciation des
progéniteurs intermédiaires en neurones.

Pour réconcilier 'ensemble de ces observations on peut imaginer deux mécanismes pouvant
aussi agir en synergie :

(i) Le profil d’expression chevauchant de Tbr2 et Tuj1l nous permet d’envisager une
inhibition de la différenciation et de la migration des cellules générées lors des
divisions symétriques neurogéniques des Pl qui restent alors plus longtemps dans
la ZSV. Ces cellules expriment alors de facon prolongée Tbr2 alors qu’elles
s’accumulent dans la ZSV et sont sorties des cycles de division cellulaire. Ce
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phénoméne pourrait expliquer 'augmentation de la population de progéniteurs
intermédiaires et une partie de la diminution de la division cellulaire dans la ZSV.

Un deuxieme mécanisme indirect permettrait de comprendre la trés forte diminution du
nombre de cellules en division dans la ZSV :

(ii) La présence ectopique d’un grand nombre de neurones bloqués dans la ZSV
provenant a la fois des glies radiaires et des progéniteurs intermédiaires et qui
restent en contact avec les progéniteurs intermédiaires entraine un signal d’arrét
de leur division cellulaire. Ce mécanisme forme ainsi un phénomeéne de boucle de
controéle négatif de la prolifération des progéniteurs intermédiaires.

Méme si on ne peut pas exclure un role direct de Tubb3 sur la division cellulaire des
progéniteurs intermédiaires les données actuelles sur sa fonction n’y sont pas en faveur.

Il est intéressant de noter qu’une étude du modele d’inactivation constitutive de Dcx, autre
marqueur neuronal ayant un profil d’expression comparable a Tubb3, a montré des
anomalies de positionnement des neurones dans la plaque corticale associées a des défauts
de l'orientation du fuseau mitotique des glies radiaires et leur sortie prématurée du cycle
cellulaire. A lI'inverse de notre modeéle, on ne constate aucune anomalie des progéniteurs
intermédiaires. Ces défauts d’organisation corticale et de division des progéniteurs sont
exacerbés dans le modeéle double KO hétérozygote (Dcx ko/Y, Lis1 ko/+) (Pramparo et al.,
2010). Les auteurs expliquent ce phénotype en partie par I'existence d’une petite sous-
population de cellules exprimant Dcx a bas niveau et étant capable de proliférer de facon
multipotente (Walker et al., 2007) mais n’envisagent pas de phénomeéne indirect.

En prenant en compte ces données nous pouvons émettre I'"hypothése d’une contribution
de la migration neuronale a la régulation de la prolifération des progéniteurs. La
prolifération des progéniteurs intermédiaires serait sensible au nombre de neurones
présents dans la ZSV. De méme, on peut aussi proposer I’hypothése que la division des glies
radiaires obéirait aux signaux de positionnement neuronal provenant de la plaque corticale
(mais pas de la ZSV), vraisemblablement grace a une signalisation propagée le long de leurs
processus basaux qui traversent tout le mur cortical de la ZM a la ZV. Ce nouveau concept
(dont la validation nécessite des travaux supplémentaires) qui propose que la prolifération
des progéniteurs dans la ZV et la ZSV est régulée par le nombre et le positionnement des
neurones dans la ZSV, la ZI et la PC est illustré dans la Figure 41.
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Normal anti-Tubb3 Dcx Ko/Y

Figure 370 : Schéma de I'hypothése de participation du positionnement neuronal a la prolifération des progéniteurs
neuronaux.

(A) Dans la condition normale les glies radiaires (GR) et les progéniteurs intermédiaires (Pl) proliférent (noyaux et fleches
oranges) dans la zone ventriculaires (ZV) et la zone sub-ventriculaire (ZSV) respectivement. Les neurones générés migrent a
travers la ZSV, ou ils entreprennent I'étape multipolaire, la zone intermédiaire (ZI) et la plaque corticale (PC). La
prolifération est controlée par le positionnement des neurones dans la ZSV pour les Pl et dans la PC pour le GR via leur
processus apicaux.

(B) Avec l'inhibition de Tubb3 par ARNsh I'accumulation de neurones dans la ZSV entraine un signal négatif sur la division
des PI.

(C) Dans le modéle Ko de Dcx le défaut de lamination de la PC entraine une diminution de la division des GR,
potentiellement par leur processus basaux, alors que les Pl proliféerent normalement.
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4. Apport des approches génétiques a ’hypothese « multi-
tubuline »

Depuis la mise en évidence de la famille des sous-unités tubulines dans les années 1980, il a
été proposé que ces genes codent différents isotypes doués de propriétés spécifiques
malgré leur fort taux d’homologie, cette notion est nommée « hypothese multi-tubulines ».
Ce sujet est débattu depuis la mise en évidence d’'un nombre croissant de tubulines,
certaines données plaidant pour une redondance de ces isoformes, d’autres étayant une
spécificité intrinseque des membres de cette famille de protéines.

Les travaux de cette thése ont apporté de nouvelles données sur la redondance ou la
spécificité fonctionnelle des sous-unités des tubulines.

Tout d’abord, les études génétiques des dernieres années ont permis l'identification de
mutations dans différentes sous unités tubulines a et B. La découverte méme du lien entre
une mutation dans un gene de tubuline et I'apparition d’une anomalie du développement
plaide en faveur d’'une non-interchangeabilité de la tubuline mutée. De plus, I'absence de
détection de mutations STOP ou de délétions laisse penser que ces anomalies sont |étales et
que ces sous-unités sont indispensables au développement embryonnaire.

Les mutations des genes TUBB2B; TUBB3 et TUBB5 sont liées majoritairement a des PMG
associées a des anomalies de I'axonogenese et des malformations ponto-cérébelleuse.
Toutefois, des spécificités sont retrouvées dans les trois types de tubulinopathies, TUBB2B
est associé principalement a des PMG généralisées, TUBB3 a des simplifications gyrales et
TUBBS5 a une microcéphalie importante. Ces différences observées peuvent étre également
le reflet d’une spécificité fonctionnelle.

Ensuite, les expériences de sauvetage du phénotype di a la sous-expression de Tubb3 par
d’autres sous-unités confortent I'hypothése de spécificité fonctionnelle des tubulines par
I'incapacité de TUBB1, TUBB2B et TUBB4A de compenser I'absence de Tubb3.

Ces résultats sont en adéquation avec des études d’invalidation spécifique de tubulines B
dans des cultures de neuroblastomes humains différenciés qui présentent des phénotypes
différents (Guo, 2010) ainsi qu’avec une étude effectuée chez la drosophile qui ont montré
I'incapacité de remplacer I'absence d’'une béta-tubuline par la surexpression d’une autre
sous-unité (Hoyle, 1990). Par ailleurs, nos résultats peuvent paraitre en désaccord avec une
étude récente de surexpression des mutants des tubulines B décrits par notre équipe et celle
de E. Engle montrant que les phénotypes observés de défaut de transport axonal dans les
neurones ne seraient pas spécifiques de la tubuline mutée mais de I'acide aminé touché
(Niwa, 2013).

Ces différences peuvent étre expliquées par le fait que cette notion de spécificité des
isoformes peut étre relative au processus biologique observé, les tubulines pouvant prendre

en charge des fonctions plus ou moins spécifiques suivant le temps, I'espace et la fonction
gu’elles exercent.
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5. Extension des MDC relatives aux MT : vers un mécanisme
physiopathologique unique

La mise en évidence récente de mutations dans les genes KIF2A, KIF5C, DYNC1H1 et TUBG1
marque une nouvelle étape dans I'implication des MT et de leurs protéines associées dans la
physiopathologie des anomalies de la migration neuronale chez I’homme.

En effet, aprés l'identification des unités tubulines (TUBA1A, TUBB2B, TUBB3 et TUBB5) et
de leurs protéines stabilisatrices (DCX, LIS1), ce sont les protéines motrices (Kinésines et
Dynéine) du transport dépendant des MT et du centrosome (Tubuline y1) qui sont
directement associées dans la physiopathologie des MDC.

On peut ainsi regrouper un grand nombre de protéines impliquées dans les troubles de la
gyration autour d’un mécanisme physiopathologiques comprenant le fuseau mitotique des
cellules progénitrices en division et surtout le transport intracellulaire dépendant des MT
nécessaire aux changements morphologiques du neurone post-mitotique multipolaire, en
migration et en différenciation. En effet, la dynamique des MT, le transport des organelles, la
polarisation du trafic intracellulaire et 'apport de membranes plasmiques sont des éléments
critiques pour les changements morphologiques drastiques entrepris par le neurone lors de
ces étapes (figure 42).

ZV (Prolifération) SVZ (stade multipolaire) ZI (Migration) PC (différenciation)
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Figure 41 : Mitose et transport intracellulaire dépendant des MT et protéines liées aux anomalies de la gyration.
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6. Perspectives de l'exploration du role de TUBB3 dans le
développement cortical

Afin de mieux comprendre le role de Tubb3 sur les processus du développement cortical il
est nécessaire d’entreprendre des explorations complémentaires.

Tout d’abord il est nécessaire de mieux caractériser la population de progéniteurs
intermédiaires exprimant Tbr2 et Tubb3. La co-expression observée de Tubb3 et Thr2 est
elle restreinte a une sous-population de progéniteurs intermédiaires ou est-ce une étape
entreprise par tous les progéniteurs intermédiaires en cours de différenciation?
L'expression de deux protéines fluorescentes différentes sous contréle des promoteurs
spécifiques de Tubb3 et Thr2 permettrait de suivre précisément par imagerie en temps réel
le chevauchement de ces deux marqueurs dans une culture de progéniteurs intermédiaires.

Il parait également judicieux a ce stade de I'étude d’entreprendre des expériences
d’électroporation d’'un ARNsh anti-Tubb3 conditionnel dont I’expression serait neuro-
spécifique ou restreinte aux progéniteurs intermédiaires pour pouvoir disséquer |'apport de
chacune des deux populations dans I'apparition du défaut de migration. L’expression des
ARNsh anti-Tubb3 et anti-Dcx de facon neuro-spécifique permettraient en outre d’explorer
I’hypothése d’un contréle indirect de la division cellulaire des progéniteurs par I'anomalie de
positionnement des neurones pyramidaux.

Si les résultats obtenus confirment cette hypothése, ils permettraient de compléter le
concept d’homéostasie entre la prolifération et la migration neuronale et participeraient a
une meilleure compréhension du développement cortical.

De plus, il semble nécessaire d’investiguer I'impact de l'inhibition de Tubb3 sur la migration
tangentielle. En effet, les explorations histo-pathologiques du cerveau du cas fcetal
présentant une mutation TUBB3 p.Met388Val ont montré des éminences ganglionnaires trés
volumineuses ainsi qu’une diminution du nombre d’interneurones exprimant la Calbindine
ou la Calretinine dans le cortex. Ces observations suggérent des défauts de prolifération ou
de différenciation des progéniteurs des interneurones ou encore de la migration tangentielle
des interneurones.

Une étude plus poussée de la croissance axonale et du guidage axonal est nécessaire. En
effet, on peut observer chez les patients des défauts de I'axonogeneése (hypoplasie du corps
calleux et réseau des axones cortico-thalamiques désorganisé) et le modéle murin Ki
p.Arg262Cys/p.Arg262Cys montre également des défauts de la commissure antérieure et la
présence de bandelettes de Probst (Tieschfield, 2010). Il faut ajouter a ces observations que
la surexpression in utero chez la souris de deux mutants TUBB3 responsables de CFEOM3
entraine une incapacité des axones calleux a traverser la ligne médiane. Nous n’avons pas pu
observer de phénotype similaire dans notre modele d’ARNsh in utero ou de surexpression de
mutants responsable de MDC chez I'homme. Toutefois un modéle constitutif KI d’une
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mutation TUBB3 responsable de MDC serait un bon outil pour étudier le guidage axonal
cortico-thalamique.

Enfin, les phénoménes altérés aux stades post-mitotiques (phases multipolaire-
bipolarisation, migration neuronale et axonogeneése) dans les différents modeles utilisés par
notre équipe et d’autres que nous avons présentés précédemment sont intimement
dépendant du transport intracellulaire lié aux MT. Ce processus semble donc étre une cible
de choix des prochaines investigations des mécanismes physiopathologiques sous-tendant
les MDC dues aux mutations dans TUBB3 mais également toutes les tubulinopathies et les
pathologies de malformations cérébrales dues a des mutations dans les génes codant les
protéines associées directement ou indirectement aux MT.
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