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1 Développement du systéme nerveux central

Les fonctions du cerveau proviennent d’intégrations d’activités précises de
différentes structures neurales. Les informations vitales données par le cerveau sont
dépendantes du développement de multiples sous régions anatomiques, chacune
ayant des spécificités cellulaires et fonctionnelles.

Le systeme nerveux (SN) est un dérivé ectodermique qui se met en place dés la fin
de la gastrulation, sous forme d’un épaississement, la plague neurale, qui apparait
dans la région dorsale moyenne de I'embryon. La plague neurale se creuse
rapidement en gouttiere neurale puis les deux rebords s’élévent pour se rapprocher
'un de l'autre jusqu’a fusionner dorsalement et former le tube neural. Par la suite,
I’axe dorso-ventral est mis en place par I'action de signaux dorso-ventraux et induit
ainsi la différenciation cellulaire de cellules souches situées dans la zone
ventriculaire du tube neural. Dans cette premiére partie, nous décrirons le

développement des systemes étudiés dans ce manuscrit.

1.1 Différenciation cellulaire

Dés la fermeture du tube neural, I'identité cellulaire composant le SNC est établie
sous l'influence coordonnée de gradients de morphogéenes dorsaux ventraux : Bone
morphogenetic protein (BMP) et Sonic Hedgehog (SHH) respectivement. Les
cellules souches situées dans la zone ventriculaire se différencient et donnent
naissance aux cellules gliales et aux neurones. Ces interactions de signaux
résultent dans I'établissement de quatre zones longitudinales fondamentales : la
plague du plancher, la plaque basale, la plaque alaire et la plaque du toit (Figure 1).
L’ensemble du SNC partage ce plan d’organisation dorso-ventral indépendamment
de la position antéro-postérieure. Dans la moelle épiniére de la souris, la mise en
place de ces zones s’effectue entre E9 et E11 (Liem et al., 1997, 2000; Marcelle et
al., 1997). Les neurones produits au niveau de la zone ventriculaire migrent vers la
surface piale le long des prolongements des cellules de la glie radiaire. Le gradient
de SHH, produit par la notochorde et la plaque du plancher, spécifie I'identité de
cing types de progéniteurs ventraux : p0, p1, p2, pMN et p3. Dorsalement, les

gradients des morphogenes BMP4/6/7, GDF7 et WNT permettent la mise en place
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Figure 1: Organisation du systéme nerveux central

Vue latérale et coronale d’un embryon de souris E9,5 au microscope électronique. RP : Roof Plate
(plaque tu toit) ; AP : Alar Plate (plaque alaire) ; BP : Basal Plate (plaque basale) ; FP : Floor Plate
(plaque du plancher). Di : Diencéphale ; Mes : Mésencéphale; Rh : Rhombencéphale

(Martinez et al., 2012)

10



six domaines de progéniteurs dorsaux appelés : dP1, dP2, dP3, dP4, dP5 et dP6
(pour revue: Alaynick, Jessell, & Pfaff, 2011) (Figure 2).

Le tronc cérébral, est quant a lui trés clairement organisé selon un axe antéro-
postérieur et divisé en segments, appelés «rhombomeres », (Lumsden and Keynes,
1989). On compte huit rhombomeéres qui possédent chacun une identité cellulaire et
moléculaire (notamment I'expression de combinaison de facteurs de transcription)
unique (Figure 3).

Les progéniteurs expriment différents facteurs de transcription tout au long de leur
différenciation afin de donner naissance a des sous types de neurones et
d’interneurones ayant des fonctions spécifiques et exprimant des protéines
(récepteurs, canaux etc.) qui leur sont propres. Les progéniteurs pMN donnent
naissance aux motoneurones spinaux localisés dans la partie ventro-latérale de la
moelle épiniere. Les autres progéniteurs se différencient en neurones projetant du
coté ipsilatéral et d’autres projetant du co6té controlatéral appelés neurones
commissuraux. Les commissures cérébrales connectent les parties droite et gauche
du SNC. Dans la moelle épiniere et le tronc cérébral les axones des neurones
commissuraux croisent a la plague du plancher puis la traversent. Cette derniére est
une structure non neuronale composée de cellules gliales. Elle exprime une grande
quantité de molécule intervenant dans la différenciation cellulaire ainsi que le
guidage des axones commissuraux (Charron et al., 2003; Kennedy et al., 1994; Ruiz
de Almodovar et al., 2011). L’ensemble des commissures de la moelle épiniere et du
tronc cérébral expriment le récepteur Robo3 (Marillat et al., 2004; Sabatier et al.,
2004; Yuan et al., 1999). Les neurones commissuraux dorsaux relaient I'information
somato-sensorielle tandis que les neurones commissuraux ventraux font partie du
circuit moteur projetant vers les motoneurones ou d’autres interneurones (Goulding,

2009; Vallstedt and Kullander, 2013).

1.1.1 Les motoneurones

Les motoneurones (MN) transmettent I'information motrice du SNC aux organes
périphériques et aux muscles pour établir un contréle autonome des fonctions
viscérales et pour coordonner les mouvements musculo-squelettiques

respectivement. lls sont situés dans la moelle épiniere, le tronc cérébral et le
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Figure 2: Patterning de la moelle épiniére

Les progéniteurs de la moelle épiniére se différencient sous I'influence d’un gradient de Shh
(ventral) et BMP (dorsal). lls mettent en place cing types de progéniteurs ventraux : p0, p1,
p2, pMN, p3 et six domaines de progéniteurs dorsaux : dP1, dP2, dP3, dP4, dP5, dP6. Les
progéniteurs se différencient en neurones (VO, V1, V2, MN; V3, di1, di2, dI3, di4, dI5, dI6)
identifiés par I'expression de facteurs de transcription spécifiques.

(Lewis, 2006)
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Figure 3: Expression des différents facteurs de transcription dans le tronc cérébral

Schéma d’un tronc cérébral de souris montrant les domaines d’expression de ’ARNm des génes
Hox, Egr2 (ou Krox20) et Mafb (ou Kreisler) dans les différents rhombomeres (r ) du tronc cérébral
d’un embryon de souris a E11,5. Les barres verticales représentent les domaines d’expression des
génes Hox. Les parties les plus sombres indiquent des niveaux d’expression plus élevés. MB :
midbrain (mésencéphale) ; HB : hindbrain (tronc cérébral).

(Guthrie, 2007)
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mésencéphale et peuvent étre regroupés selon la position de leurs corps cellulaires
et la trajectoire que suivent leurs axones pour sortir du SNC. Un sous type de MN
appelé motoneurones dorsaux (MNd) migre pour se localiser dorsalement et projeter
par un point de sortie dorsal. A 'opposé, les motoneurones ventraux (MNv) restent
dans la partie ventrale et empruntent un point de sortie ventral (Lumsden and
Keynes, 1989) (Figure 4a). Les motoneurones dorsaux et ventraux peuvent ensuite
étre distingués suivant les muscles gu’ils innervent : somatiques ou viscéraux. Dans
le tronc cérébral les motoneurones sont séparés en une série de noyaux, a 'inverse,
dans la moelle épiniére ils forment des colonne discontinues le long de I’axe rostro-
caudal. A l'intérieur d’une méme colonnes les motoneurones innervant un méme
muscle sont organisés en pool possédant des propriétés moléculaires et
morphologiques qui leurs sont propres (Landmesser L, 1978; Landmesser and Pilar,
1978; Vanderhorst and Holstege, 1997) (Figure 5).

1.1.1.1 Les motoneurones craniens

Les MN craniens sont situés dans le tronc cérébral et le mésencéphale, ils
commencent a se mettre en place a E11 chez la souris. Leurs cellules cibles se
situent du coté ipsilatéral a I’exception du nerf trochléaire dont les axones croisent
la ligne médiane. lls sont caractérisés par leur position axiale mais aussi par les
muscles qu’ils innervent.

Les motoneurones somatiques innervent les muscles squelettiques et contrélent le
mouvement des yeux et de la langue. lls comprennent le noyau oculomoteur (lll), le
trochléaire (IV), I’'abducens (Vl), et 'hypoglosse (XlIl). Les motoneurones viscéraux
innervent les ganglions du systéme nerveux autonome qui innervent les glandes
lacrymales et salivaires, les muscles lisses ainsi que les glandes du systeme
pulmonaire, cardiovasculaire et gastro-intestinal. lls comprennent les motoneurones
du noyau facial (VIl), du noyau glossopharyngien (IX) et du noyau du nerf vague (X).
Pour finir, les motoneurones branchiomoteurs innervent les muscles branchiaux qui
contrélent les mouvements de la machoire, de la face, du larynx et du pharynx. lls
regroupent les noyaux du trijumeau (V), du noyau facial (VIl) et le noyau spinal
accessoire (XI) (Figure 4b,c). Hormis les motoneurones oculomoteurs situés dans le

mésencéphale, ’ensemble des nerfs craniens est positionné dans le tronc cérébral.
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Figure 4 : Organisation des motoneurones craniens dans le tronc cérébral

(A) Schéma d’une coupe coronale du tronc cérébral d’un embryon de souris montrant le
trajet les axones des motoneurones ventraux (rouge) et dorsaux (bleu). g: ganglion
trijumeau.

(B) Schéma d’une vue dorsale du tronc cérébral et moelle épiniére d’un embryon de souris
montrant les motoneurones ventraux (gauche) et les motoneurones dorsaux (droite).

(C) Schéma d’une vue dorsale du tronc cérébral et moelle épiniére d’un embryon de souris
montrant la localisation des noyaux moteurs dans les différents rhombomeres (). Il :
oculomoteur; IV: trochléaire; V: trijumeau; VI: abducens; VII: facial; IX:
glossopharyngien ; X : vague ; Xl| : accessoire ; Xl : hypoglosse.

(Varela-Echavarria et al., 1997)
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Figure 5 : Hiérarchie de 'identité des motoneurones

Les sous types de MN sont organisés en fonction de la position de leur corps cellulaire et la
projection de leurs axones. Les MN peuvent étre viscéraux ou somatiques (Class). lls
forment des colonnes discontinues le long de I'axe rostro-caudal, parmi elles, la colonne
motrice latérale (LMC) et la colonne motrice médiale (MMC). A l'intérieur méme d’une
colonne motrice les MN peuvent étre subdivisés en fonction de la localisation de leurs corps
cellulaire (médian ou latéral). Les MN sont organisés en pool en fonction des muscles qu’ils
innervent.
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(Jessell, 2000a).
Les motoneurones viscéraux et branchiomoteurs sont des motoneurones dorsaux.

Les motoneurones somatiques sont des motoneurones ventraux a I’exception des
motoneurones du trochléaire dont les axones empruntent une sortie dorsale.

Les motoneurones craniens peuvent aussi étre distingués par les facteurs de
transcriptions qu’ils expriment. Pour exemple, les motoneurones somatiques
expriment les facteurs de transcription Hb9, Isletl, llset2, Lhx3 et Lhx4. Les
motoneurones branchiomoteurs et viscéraux expriment quant a eux Islet1, Phox2a,

Phox2b et Tbx20.

1.1.1.2 Les motoneurones spinaux

Contrairement aux MN craniens, les MN spinaux forment des colonnes discontinues
le long de la moelle épiniere. lls sont composés de MN ventraux et ne contiennent
que des MN somatiques et viscéraux (Stifani, 2014). Les motoneurones proviennent
des progéniteurs ventraux pMN et commencent a se mettre en place a E9,5
(Alaynick et al., 2011; Jessell, 2000a).

Les MN de la moelle épiniere sont regroupés en colonnes et en groupes. Chaque
colonne occupe une position définie le long de I'axe rostro-caudal. Il existe quatre
colonnes qui innervent des cibles périphériques spécifiques. La colonne motrice
latérale (LMC) se situe au niveau des membres et innerve leurs muscles. Les MN de
la LMC peuvent étre dissociés en deux sous types : les MN latéraux qui projettent
dorsalement et innervent les muscles extenseurs et les MN médians qui projettent
ventralement pour innerver les muscles fléchisseurs (Landmesser L, 1978; Tosney
and Landmesser, 1985). La colonne motrice médiale (MMC) qui innerve les muscles
dorsaux est présente tout le long de la moelle épiniére (Fetcho, 1987; Gutman et al.,
1993). La colonne motrice hypaxiale (HMC) se situe au niveau thoracique et innerve
les muscles intercostaux et abdominaux tandis que la colonne préganglionique
(PGC) est composée de MN viscéraux dans la partie thoracique et innerve les

ganglions sympathiques (Gutman et al., 1993; Prasad and Hollyday, 1991) (Figure 6).
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Figure 6 : Organisation des motoneurones spinaux

(A) Schéma d’une moelle épiniére de souris montrant la localisation des colonnes motrices
le long de I'axe antéro-postérieur. MMC : colonne motrice médiale ; HMC : colonne
motrice hypaxiale ; PGC : colonne préganglionique ; LMC : colonne motrice latérale. Les
pools de motoneurones sont générés rostro-caudalement dans la moelle épiniére.

(B) Schémas de coupes coronales au niveau brachial, thoracique et lombaire montrant la
position des colonnes motrices et la subdivision de la LMC médiale (m) et latérale (l).

(C) Trajet des projections des motoneurones a lintérieur d’une colonne motrice. Les
neurones de la LMC projettent dans les membres, les neurones de la PGC dans les
ganglions de la chaine sympathique (scg), les neurones de la HMC dans les muscles (m)
intercostaux et les neurones de la MMC dans les muscles axiaux.

(Dasen and Jessell, 2009)
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1.1.2 Les commissures cérébrales

1.1.2.1 Axones commissuraux de la moelle épiniére

Les neurones commissuraux de la moelle épiniere projettent leurs axones
ventralement tout d’abord a proximité de la surface piale. lls se détachent de la
surface de la moelle épiniére lorsqu’ils atteignent la colonne motrice (qui a ce stade
de développement est sous la forme d’une masse cellulaire distincte) pour atteindre
la plaque du plancher. Une fois la ligne médiane croisée, leurs axones tournent pour
projeter longitudinalement vers I’avant ou 'arriere de la moelle épiniere (Wentworth,
1984).

1.1.2.2 Le systéme précérébelleux

Le terme précérébelleux est utilisé pour désigner un ensemble de noyaux envoyant
leurs axones principalement, voir exclusivement, vers le cervelet (Sotelo, 2004). Ce
dernier trouve son origine dans le rhombomere 1 du tronc cérébral (Wingate and
Hatten, 1999). Il joue un réle crucial dans le controle et la planification des
mouvements. Le cervelet est considéré comme un régulateur de la fonction motrice
plutét qu’un exécuteur de celle-ci: il contribue a la coordination et a la
synchronisation des gestes et a la précision des mouvements. En plus de sa
fonction motrice, le cervelet joue un réle dans le processus cognitif (Middleton and
Strick, 1994).

Le systeme précérébelleux est composé de quatre populations de neurones: le
noyau réticulaire latéral (LRN), noyau cunéiforme externe (ECN), le noyau pontin (PN)
et le noyau de I'olive inférieure (ION) (Figure7a-c). Tous sont issus de progéniteurs
situés dans les lévres rhombiques qui occupent la région dorsale des bords du
quatrieme ventricule (voir le paragraphe suivant). Les neurones précérébelleux post-
mitotiques migrent tous de maniéere tangentielle (c’est a dire parallelement a la
surface du tronc cérébral) en direction de la ligne médiane ventrale.

Les neurones précérébelleux sont tous excitateurs. Le LRN, 'ECN et le PN sont
connectés aux cellules granulaires du cervelet et leurs terminaisons forment les
fibres moussues (Zhan and Ryugo, 2007). Les afférences de I'lON innervent les

cellules de Purkinje et la partie terminale de leur axone est appelée fibre grimpante
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Figure 7 :

(A-C) Voie de migration des neurones précérébelleux.

Schémas d’une vue dorsale (A), latérale (B) et ventrale (C) du tronc cérébral d’embryon de souris.
FP : plaque du plancher ; r : rhombomere ; Cb : cervelet.

(D) Expression des facteurs de transcription dans les lévres rhombiques

Schéma d’une coupe coronale d’embryon de souris montrant I’expression des principaux facteurs
de transcription exprimés dans les progéniteurs des neurones précérébelleux. Olig3 et Wnt1 sont
largement exprimés dans les levres rhombiques. Math1 et Ptf1a sont exprimés en amont de Pax6.
VZ : zone ventriculaire ; IV : quatrieme ventricule
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(Sotelo et al., 1975). Tous les axones provenant des neurones précérébelleux
envoient également des branches collatérales vers les noyaux profonds, qui sont les

seuls neurones cérébelleux a projeter en dehors du cervelet (Wiklund et al., 1990).

Le développement des lévres rhombiques

Durant le développement, les levres rhombiques bordent la partie dorsale du
quatriéme ventricule du tronc cérébral et sont la source de divers types de neurones
tels que les neurones précérébelleux et les cellules granulaires du cervelet. Chez la
souris, les levres rhombiques sont mitotiquement actives entre E10-E17 générant
une grande variété de neurones. Des études génétiques et anatomiques ont pu
révéler I'ensemble des facteurs de transcription contrélant la différenciation des
progéniteurs des levres rhombiques. L’origine du terme levre rhombique provient du
travail de Wilhelm His (His, 1890) qui décrivit la forme rhomboide de I'ouverture du
tronc cérébral dorsal chez des embryons humains. D’apres les observations du flux
tangentiel des neurones des lévres rhombiques jusqu’au tronc cérébral ventral, His
et son collégue neuroanatomiste Charles Essick (Essick, 1912) proposeérent que les
noyaux ventraux du tronc cérébral, incluant les noyaux précérébelleux, trouvaient
leurs origines dorsalement durant le développement. D’autres études anatomiques
utilisant des marquages isotopiques chez le rat suivirent (Altman and Bayer, 1987).
Des preuves expérimentales ont permis par la suite de prouver I'origine dorsale des
noyaux précérébelleux grace a I'ablation des lévres rhombiques chez le poulet
(Harkmark, 1954) et chez des chimeéres -caille-poulet chez lesquelles le
neuroépithélium de caille a été transplanté et tracé chez un embryon de poulet (Tan
and Douarin, 1991; Wingate and Hatten, 1999). L’ensemble de ses résultats permis
de décrire pour la premiere fois la migration dorso-ventral des neurones
précérébelleux pendant de développement. De plus, ces résultats ont permis de
relier les différents domaines des lévres rhombiques avec la segmentation
rhombomérique du tronc cérébral. Chez la souris, le cervelet est issu du
rhombomere 1 (lévres rhombiques supérieures) (Wingate and Hatten, 1999) et les
neurones précérébelleux sont issus des rhomboméres 6 a 8 (levres rhombiques
inférieures) (Farago et al., 1980; Okada et al., 2007). Grace a I'avancée de la

génétique moléculaire, il a été possible d’identifier les différentes populations
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neuronales composant les neurones précérébelleux (Dymecki and Tomasiewicz,
1998; Zinyk et al., 1998). Olig3 et le facteur de transcription le plus largement
exprimé, il est important pour la formation de tous les noyaux précérébelleux et
délimite ainsi le territoire des léevres rhombiques (Figure 7d). La dissection
moléculaire de compartiments distincts des levres rhombiques permis de mettre en
évidence I'expression de Wnt1 sous forme de gradient dorso-ventral (Rodriguez and
Dymecki, 2000). Ce dernier n’est pas exprimé dans I’ensemble des progéniteurs des
levres rhombiques, pointant ainsi I'existence d’autres subdivisions génétiques. Le
facteur de transcription Math1 (Atoh1) est exprimé trés précocement dans les levres
rhombique a partir de E9,5 (Akazawa et al., 1995) et permet la spécification des
cellules des fibres moussues projetant a I'intérieur du territoire Wnt1 ventral. En son
absence, toutes les fibres moussues sont incapables de se mettre en place
générant ainsi des défauts secondaires de I'olive inférieure (Bermingham et al.,
2001; Machold and Fishell, 2005; Wang et al., 2005). La formation de I'olive
inférieure est dépendante de I'expression de Ptf1a et de Olig3 dans les progéniteurs
des lévres rhombiques (Liu et al., 2008; Storm et al., 2009; Yamada et al., 2007a).
Pour finir, le facteur de transcription Pax6 agit en amont afin de réguler les domaines
des progéniteurs Math1 et Ptf1a (Landsberg et al., 2005).

L’olive inférieure

L’olive inférieure (Ol) est située dans la partie la plus caudale du tronc cérébral, juste
au dessus du faisceau corticospinal. Elle recoit des projections en provenance de
structures variées, notamment la moelle épiniére, le noyau rouge, le colliculus
supérieur, le cortex et les noyaux profonds du cervelet. L’olive inférieure projette sur
les cellules de Purkinje du cervelet controlatéral via le pédoncule cérébelleux
inférieur. Les précurseurs des neurones olivaires sont générés entre E9-E11 et
expriment le facteur de transcription Ptfia (Pancreas specific transcription factor,
1a) (Yamada et al.,, 2007b). Les neurones olivaires migrent vers la plaque du
plancher mais ne la franchissent pas et seuls leurs axones se projettent vers le
cervelet controlatéral. Durant leur migration, les neurones olivaires expriment
différents facteurs de transcription tel que Foxp2 (Lai, 2003) et Brn3b (Bloch-Gallego
et al., 1999; Fedtsova and Turner, 1995).
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Chez tous les vertébrés, I'olive inférieure est subdivisée en trois sous noyaux
principaux : I'olive accessoire médiane (MAO), I'olive accessoire dorsale (DAO) et
I’olive principale (PO) (Azizi and Woodward, 1987) (Figure 8a). D’autres subdivisions
anatomiques, de taille et de morphologie variables selon les espéces, ont été
identifiées : la MAO est composée de trois sous noyaux a, b et ¢, d’'un noyau B et
d’un capuchon dorsal, la PO est composée de lamelles dorsales et ventrales (Azizi
and Woodward, 1987). |l a été montré que les neurones des différents sous-noyaux
olivaires naissent a des ages spécifiques (Bourrat and Sotelo, 1991) gu’ils expriment
des combinaisons uniques de protéines (Wassef et al., 1992) et qu’ils se projettent
sur des groupes distincts de cellules de Purkinje, regroupés en bandes ou zones
sagittales (Buisseret-Delmas and Angaut, 1993). Il semble donc exister un lien entre
la date de naissance des neurones olivaires dans les lévres rhombiques et

I’organisation topographique de leurs projections.

Les neurones pontiques

Le pont (PN) est la plus grande source de fibres moussues chez les mammiferes
(Brodal and Bjaalie, 1992) et un relais essentiel entre le cortex et le cervelet. Les
afférences du PN trouvent leur origine dans les aires motrices, prémotrices, somato-
sensorielles et visuelles du cortex ipsilatéral. Le pont recoit aussi des informations
d’afférences subcorticales, principalement de structures impliquées dans les voies
visuelles telles que le tectum et le colliculus supérieur. Pour finir, il recoit des
projections issues des noyaux profonds du cervelet. Les efférences du PN sont
principalement controlatérales (Serapide et al., 2002) et atteignent le cervelet via le
pédoncule cérébelleux moyen. Chez la souris, la migration des neurones du pont
s’effectue en plusieurs étapes entre E13,5 et E17,5 (Wang et al., 2005). Dans un
premier temps, les neurones entreprennent une courte migration ventrale dans les
rhombomeres 6 a 8 (étape 1). Puis, les neurones du pont migrent rostralement, le
long de I'axe antéro-postérieur (étape 2). Durant cette étape, les neurones traversent
les rhombomeres 4 et 5 et passent ainsi au dessus du noyau moteur du nerf facial
(VIl). lls continuent leur migration dans le rhombomeére 3 jusqu’a la racine du nerf
trijumeau (V). C’est a ce niveau (étape 3) que les neurones pontins changent

soudainement de direction pour migrer ventralement jusqu’a la plaque du plancher
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Figure 8 :

(A) Subdivision des différents noyaux olivaires

Schéma d’une coupe coronale du complexe olivaire représentant les sous noyaux olivaires. (Di
Meglio et al. 2008)

(B) Voie de migration des neurones du pont

Schéma d’une vue latérale d’un embryon de souris montrant la migration des neurones du pont en
trois phases (Geisen et al., 2008) : une migration ventrale (1) , rostrale le long de 'axe antéro-
postérieur (2) puis un changement soudain de direction pour migrer ventralement jusqu’a la plaque
du plancher (3). nV: noyau ftrijumeau; nVIll: noyau moteur facial: nVIIl: noyau vestibulo-
cochléaire. (Geisen et al., 2008)
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(Geisen et al., 2008) (Figure 8b). La majorité des neurones s’arrétent a la ligne
médiane, mais une petite partie la traverse (Kawauchi et al., 2006). Les neurones PN
vont ensuite migrer radiairement a I'intérieur du tronc cérébral et s’agréger en
plusieurs noyaux (Kawauchi et al., 2006). Leurs axones traversent la ligne médiane
et se projettent dans le cervelet controlatéral. Durant leur migration, les neurones
PN traversent différents rhombomeres et expriment des marqueurs moléculaires qui
leur sont propres tel que le géne a homéoboite Barhl1 (Li et al., 2004). De plus,
I’intégration des signaux de guidage recus lors de leur migration est régulée par des
mécanismes épigénétiques (Di Meglio et al., 2013). Ezh2 est membre du complexe
polycomb PCR2 (Polycomb Repressive Complex 2) dont le rdle principal est
de triméthyler I'histone H3 sur sa lysine 27. Cela entraine une extinction de la
transcription (Margueron and Reinberg, 2011). Ezh2 est exprimé dans les
précurseurs des lévres rhombiques et permet la bonne topographie des neurones
pontiques en migration en maintenant la distribution des signaux attractifs et/ou
répulsifs (Di Meglio et al., 2013). Les mécanismes qui contrélent les différentes
étapes de la migration des neurones pontins restent largement inconnus et nous y

reviendrons dans une partie ultérieure.

Le noyau réticulaire latéral et le cunéiforme externe

Le LRN et ’ECN ont comme particularité d’innerver le cervelet ipsilatéral. Le LRN
est divisé en trois sous noyaux : le parvocellulaire, le magnocellulaire et le sous-
trigéminé. Il recoit principalement des informations en provenance des pattes
postérieures et antérieures de la moelle épiniere contrélant la posture du corps et la
motricité fine, mais aussi de régions du tronc ainsi que du cortex somato-sensoriel.
L’ECN recoit des afférences des pattes avant et de la moelle épiniere cervicale
correspondant aux informations proprioceptives. Les neurones de ces deux noyaux
présentent la particularité de naitre dans les levres rhombiques situées du coété

opposé de leur position finale et ils migrent donc a travers la plaque du plancher.
Le cervelet

Le cervelet peut étre subdivisé en différentes structures. Le cortex cérébelleux, dont

les sillons concentriques lui donnent un aspect multi folié, et la substance blanche
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Figure 9 : Anatomie du cervelet et architecture cellulaire

(A) Schéma d’une coupe sagittale de cervelet.
(B) Schéma de I'organisation cellulaire du cervelet
(Cerminara et al., 2015)
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(située en dessous de ce dernier) qui contient les noyaux profonds: dentelés,
fastigiaux et interposés. Le cortex cérébelleux est composé de trois différentes
couches cellulaires (Figure 9). La couche granulaire est la couche la plus interne, elle
comprend notamment les cellules granulaires, excitatrices, les cellules de Golgi et
de Lugaro, inhibitrices et les cellules de la glie de Bergmann dont les prolongements
s’étendent vers la surface du cervelet. La couche intermédiaire contient uniquement
les corps cellulaires des cellules de Purkinje. Pour finir, la couche la plus externe, ou
couche moléculaire, contient 'arbre dendritique des cellules de Purkinje ainsi que
les axones des cellules granulaires appelés fibres paralléles. On y trouve également
deux types de neurones inhibiteurs : les cellules étoilées et les cellules en corbeille.
Les fibres paralleles, les axones des cellules granulaires, contactent les
interneurones inhibiteurs et le compartiment distale des dendrites des cellules de
Purkinje dans la couche moléculaire. En outre, les cellules de Purkinje sont
innervées par les fibres grimpantes de I'olive inférieure (décrit dans le paragraphe
suivant), ainsi que par les axones des interneurones inhibiteurs de la couche
moléculaire, qui vont moduler I'activation générée par les autres afférences. Les
cellules de Purkinje envoient leurs axones inhibiteurs sur les neurones des noyaux
profonds, des noyaux vestibulaires, et des noyaux adjacents (y compris les noyaux
parabrachial, prepositus hypoglosse et du tractus solitaire) (De Camilli et al., 1984).
Les cellules de Golgi permettent de moduler les synapses entre les fibres
moussues et les cellules granulaires en envoyant des signaux inhibiteurs aux

dendrites des cellules granulaires.

1.1.3 La barriere du systeme nerveux central

Au cours du développement, une barriere physique qui entoure le tube neural se
crée entre le SNC et périphérique (Erickson and Couchman, 2000; Timpl and Brown,
1996). Cette barriére, localisée au dessous de la pie-mere est appelée lame basale
et est riche en laminine et contient les pieds des cellules de la glie radiaire (Rossiter
and Fraher, 1990) (Figure 10a). Les points d’entrée des projections sensorielles ou
DREZ pour « dorsal root entry zone » et de sortie des projections motrices ou MEP
pour « motor exit point » sont caractérisées par une cassure de la lame basale afin

de permettre aux axones d’atteindre leurs cellules cibles (Fraher et al., 2007). Au
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Figure 10 :

(A) La lame basale

La lame basale forme une barriére entre le SNC et le SNP. La glie radiaire, dont le corps
cellulaire est en contact avec le liquide céphalo-rachidien (LCR), présente une morphologie
radiaire avec de longs prolongements s’étendant de la zone ventriculaire jusqu’a la lame
basale. (D’aprés Famulski et al. 2013)

(B) Points de sortie des axones moteurs et sensoriels dans la moelle épiniére

Schéma d’une coupe coronale de moelle épiniere d’embryon de souris. Les axones
sensoriels (bleu) entrent dans la moelle épiniére par la DREZ et les axones moteurs (rose)
sortent par la MEP. Les cellules de capsule frontaliére (orange) empéchent la migration des
motoneurones en dehors du SNC.

28



niveau de ces points de sortie se trouvent des cellules appelées cellules de
capsules frontalieres qui sont des dérivées des crétes neurales et expriment le
facteur de transcription Krox20 (Golding and Cohen, 1997; Wilkinson et al., 1989)
(Figure 10b). Elles permettent le confinement des motoneurones dans le SNC, leur
ablation s’accompagne d’une migration ectopique des neurones moteurs en dehors

du SNC (Vermeren et al., 2003).

1.2 Visualisation des cellules du systeme nerveux central

Durant des siécles, les anatomistes ont tenté de comprendre I'anatomie complexe
du cerveau. Pendant des centaines d’années cette structure est restée un mystere
jusqu’a ce que Ramon y Cajal identifie et décrive les cellules du cerveau grace la
technique de marquage de Golgi. Depuis, beaucoup de nouvelles techniques ont
permis de caractériser les réseaux neuronaux par immunomarquage ou par
approche transgénique permettant de marquer des populations de neurones
spécifiques exprimant le produit d’un gene rapporteur. Cependant, toutes ces
techniques nécessitent d’effectuer de fines coupes du cerveau. Les coupes
histologiques ne permettent pas d’obtenir des informations spatiales complétes et
peuvent donc induire de mauvaises interprétations.

Les embryons de diverses especes d’invertébrés, telle que la Drosophile ou
C.elegans, ou méme de certains vertébrés comme les poissons zébres ou le Xénope
sont optiquement transparents. Il est donc possible de visualiser et reconstruire des
faisceaux d’axones et leurs arborisations en utilisant des transgénes spécifiques ou
des immunomarquages sur les embryons entier (Hampel et al.,, 2011; Pan et al.,
2011). Cette technique a permis de faciliter la caractérisation des phénotypes chez
des mutants ayant des défauts de guidage axonal.

Cependant, chez la souris les cerveaux ne possédent pas cette propriété et la
visualisation des réseaux neuronaux entiers sur un cerveau intact a longtemps été
impossible. L’aspect translucide des embryons et des cerveaux est di a une
mauvaise diffusion de la lumiére a I'intérieur de I’échantillon. La lumiére, au lieu de
traverser le tissu est déviée par réflexion avec les molécules, membranes, organelles

et cellules a I'intérieur du tissu.
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Ces dernieres années, beaucoup de laboratoires ont tenté de résoudre ce probléme
et ont développé diverses techniques permettant de rendre transparent un tissu
entier. Toutes les techniques de transparisation reposent sur I’équilibre de I'indice
de réfraction a I'intérieur de I’échantillon afin de réduire la diffusion de la lumiere.
Deux approches majeurs ont vu le jour : la transparisation a I'aide de solvants et la
transparisation a partir de solutions aqueuses (Figure 11) (Richardson and Lichtman,
2015).

1.2.1 La transparisation a base de solvants

La transparisation a base de solvants comprend deux étapes. La premiere étape
consiste en une déshydratation du tissu associée a une solubilisation des lipides. La
deuxieme étape est une élimination additionnelle des lipides et la transparisation du
tissu en ajustant son indice de réfraction a celui des protéines fixées. Différents
solvants ont été testés pour la déshydratation ou I'étape de transparisation (Becker
et al.,, 2012; Peters, 1961). Le méthanol ou le tétrahydrofurane (THF) sont les
solutions les plus communément utilisées pour la déshydratation (Becker et al.,
2012; Dodt et al., 2007; Ertlrk et al., 2011, 2012; Spalteholz, 1914). Ces solutions
enlévent non seulement I’eau des échantillons mais aussi une partie des lipides. Les
protéines déshydratées ont un indice de réfraction supérieur a celui de I’eau ou des
lipides (supérieur a 1,5). C’est pour cette raison que I’étape de déshydratation doit
étre suivie de I'incubation dans un second agent permettant d’éliminer les lipides
restant de et s’intercaler de fagon homogeéne a l'intérieur du tissu. Son indice de
réfraction doit étre le méme que celui du tissu déshydraté le rendant ainsi
transparent. Les solutions utilisées durant cette étape sont I'alcool benzylique, le
benzoate de benzyle, le dichlorométhane ou le di-benzyle éther (Becker et al., 2012;
Dodt et al., 2007; Erturk et al.,, 2011, 2012; Spalteholz, 1914; Steinke and Wolff,
2001). Une limite majeure de la transparisation a base de solvant est que la
déshydratation élimine les molécules d’eau de I'échantillon qui sont nécessaires au
maintient de I’émission d’une majorité de protéines fluorescentes telle que la « green
fluorescent protein » (GFP).

Cette technique de transparisation a pour avantage de fonctionner sur une grande

variété de tissus, d’étre peu couteuse, facile et rapide. Toutefois, elle nécessite
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I'utilisation de produits toxiques, elle réduit considérablement la taille des
échantillons (jusqu’a 50% (Becker et al., 2012)) et son incompatibilité avec des
protéines fluorescentes endogénes réduit ses champs d’utilisation (Figure 12a).
Néanmoins, un nouveau protocole de transparisation a base de solvant n’altérant
pas avec la taille des échantillons a permit d’améliorer cette technique de

transparisation (Renier et al., 2016).

1.2.2 La transparisation a base de solutions aqueuses
La non préservation de la fluorescence endogéene et le souhait de mieux conserver
la structure des tissus ont poussé les chercheurs a trouver une technique de
transparisation a base de solutions aqueuses. Toutes ces techniques utilisent un
des trois mécanismes suivant pour homogénéiser la diffusion de la lumiére:
- Simple immersion: une immersion passive de I’échantillon dans une solution
dont I‘indice de réfraction coincide avec celui du tissu.
- Hyperhydratation: un retrait des lipides suivis d’une hydratation de
I’échantillon pour abaisser I'indice de réfraction du tissu.
- Inclusion en hydrogel : un retrait actif ou passif du lipide suivi d’'une

immersion dans une solution ayant un indice de réfraction approprié.

1.2.2.1 Simple immersion

La transparisation par immersion passive dans des solutions a fort indice de
réfraction est efficace pour les échantillons de petite taille. La majorité des liquides
de montage microscope sont a base de glycérol avec un indice de réfraction élevé
(entre 1,40 et 1,44) et sont capables de transmettre un léger effet de transparisation
sur des tissus fins. Dans la technique de transparisation par immersion passive,
I’échantillon est placé dans une solution aqueuse d’indice de réfraction élevé et
permet de transpariser graduellement le tissu. Le sucrose (Tsai et al., 2009), le
fructose (Costantini et al., 2015; Ke et al., 2013a), le glycérol (Meglinski et al., 2003)
le 2,20-thiodiethanol (TDE) (Aoyagi et al., 2015; Hou et al., 2015; Staudt et al., 2007)

et la formamide (Kuwajima et al., 2013) ont tous été testés. Généralement, un indice
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Figure 12 : Comparaison d’échantillons transparisés

(A) Cerveau adulte de souris, transparisation 3DISCO (Ertlrk et al., 2012)
(B) Cerveau PO de souris, transparisation SeeDB (Ke et al., 2013b)

(C) Cerveau adulte de souris, transparisation CUBIC (Susaki et al., 2014b)
(D) Cerveau adulte de souris, transparisation CLARITY (Chung et al., 2013b)
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de réfraction supérieur a 1,45 doit étre atteint pour obtenir une transparisation
adéquate d’échantillons hydratés contenant tous leurs lipides.

La technique d’immersion passive est la technique la plus simple, la moins couteuse
et est compatible avec une large gamme de fluorophores et de protéines
fluorescentes. Cependant, la transparisation est bien moins efficace et 1égéerement
plus longue que celle avec solvants et n’est compatible qu’avec les échantillons de

petite taille (Figure 12b) .

1.2.2.2 Hyperhydratation

La plupart des techniques de simple immersion n’enlévent pas les lipides et essaient
simplement de faire coincider I'indice de réfraction moyen d’un tissu en remplacant
le liquide a I'intérieur de ce dernier avec une solution avec un indice de réfraction
élevé. L'approche alternative est de retirer les lipides et réduire I'indice de réfraction
du tissu lors de la transparisation. La stratégie de retrait des lipides sans I'utilisation
de solvants hydrophobes (afin de préserver les protéines fluorescentes) est
effectuée par 'incubation prolongée, de quelques jours a plusieurs mois, dans une
solution de détergents. En parallele, de I'urée est utilisée pour pénétrer, dénaturer
partiellement, et ainsi hydrater méme les régions les plus hydrophobes aux indices
de réfraction les plus élevés (Hua et al., 2008). Cette hyperhydratation réduit I'indice
de réfraction globale a environ 1,38 (Hama et al., 2011). Dans une des techniques
d’hyperhydratation, une solution de sucrose avec un indice de réfraction élevé a été
proposée comme étape additionnelle pour accélérer I'étape de transparisation
(Susaki et al., 2014a; Tainaka et al., 2014).

Cette technique de transparisation par hyperhydratation est plus efficace qu’une
simple immersion et est accessible aux échantillons de plus grande taille.
Cependant, I’hyperhydratation induit un accroissement de la taille de I’échantillon et
peut altérer la localisation relative des structures ainsi que leur taille absolue. De
plus, I'utilisation de détergents a forte concentration peut induire une perte
importante des protéines (24% a 41%) et peut potentiellement réduire I'intensité des
protéines fluorescentes. Pour finir, I'étape d’incubation avec un détergent peut

prendre beaucoup de temps pour les échantillons de grande taille, augmentant
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donc de facon conséquente le temps global consacré a cette technique (Figure
12c).

1.2.2.3 Inclusion en hydrogel

La méthode de transparisation par solution aqueuse est limitée aux échantillons de
petite taille (simple immersion) ou est trés lente (hyperhydratation). De plus,
I'utilisation de solvant puissant ou de solution fortement concentrée en détergent
risque d’altérer la composition protéique du tissu. La méthode « CLARITY » (Chung
et al., 2013a) tente de résoudre ce probléeme en incluant les échantillons dans un
hydrogel. Aprés inclusion, les lipides sont retirés de fagon passive par une
incubation longue (semaines) en détergents ou rapide (jours) par électrophorese.
L’étape finale consiste a immerger le tissu dans une solution a fort indice de
réfraction.

Cette technique de transparisation est applicable a tout type d’échantillons et est
compatible avec les protéines fluorescentes. Cependant, elle nécessite des
équipements spéciaux et onéreux dans le cas d'un retrait des lipides par
électrophorése, ou des temps d’incubation long dans le cas d’un retrait des lipides

par détergent (Figure 12d).

Diverses techniques de transparisation sont donc disponibles avec leurs avantages
et inconvénients. La technique de transparisation par solution aqueuse a pour
intérét principal de conserver les protéines fluorescentes mais ne convient pas a
tout type d’échantillon et peut nécessiter de longues périodes d’incubation. A
I'inverse la technique de transparisation par solvants est plus rapide, plus efficace et
adaptée a tout type de tissus, mais ne conserve pas bien la fluorescence des
protéines. Une méthode d’immunomarquage sur échantillon entier afin d’amplifier
un signal endogene ou marquer des structures spécifiques pourrait remédier au

principal défaut de cette technique et la rendre donc beaucoup plus attirante.
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Figure 13 : Technique d’imagerie des échantillons transparents : 'ultramicroscope

L’échantillon transparent est illuminé de part et d’autre par un feuillet de lumiere horizontal et génére
une série de coupe optique dont ’ensemble permet de visualiser la structure en trois dimensions.
(Dodt et al., 2007)
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1.2.3 Imager les échantillons transparents

La nécessité d’acquérir de larges volumes transparents en un temps raisonnable a
poussé au développement de la technique d’imagerie en feuillet de lumiere. Cette
technique est loin d’étre récente puisqu’elle fut décrite pour la premiére fois il y a
plus de cent ans (Siedentopf and Zsigmondy, 1903). Elle consiste a illuminer
I’échantillon transparent par un feuillet horizontal de lumiere, ainsi, la fluorescence
est émise uniqguement sur une fine coupe optique et I'image du plan entier est
récoltée par la lentille (Figure 13). L’échantillon peut donc étre entierement imagé en
une série de coupes optiques qui sont par la suite assemblées afin de visualiser la
structure finale en trois dimensions. Cette technique d’imagerie est bien adaptée
aux échantillons transparents qui permettent au feuillet de lumiere de traverser la

totalité de I’échantillon.

2 Les molécules de guidage axonal

Durant le développement, les axones sont guidés par des molécules appelées
molécules de guidage axonal. Ces dernieres vont permettre d’attirer ou de
repousser les axones en croissance (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996). Le céne
de croissance, a l'extrémité de I’axone, porte les récepteurs des molécules de
guidage et va intégrer les signaux rencontrés lors de son développement. Ce
mécanisme finement régulé assure la bonne formation des connections
synaptiques. Ainsi, I'axone va étre guidé en passant par des cibles intermédiaires
pour atteindre sa cellule cible finale. Cette deuxiéme partie, portera sur deux des
principales familles de molécules de guidage étudiées pendant ma these: les Slits et

les Nétrines.

2.1 Les Nétrines

A la fin du 19éme siécle, Santiago Ramon y Cajal mit en évidence I'existence des
cones de croissance grace a des marquages de Golgi sur des moelles épinieres de

poulet (Ramon y Cajal, 1892). Ses observations arriverent au moment ou des études
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Figure 14. La moelle épiniére de poulet en développement selon Ramon y Cajal
Dessin d’une coupe coronale de moelle épiniere d’embryon de poulet a E3 réalisé par
Ramon y Cajal. (Ramon y Cajal 1909)
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de migration cellulaire montraient que les leucocytes pouvaient étre orientés par
des gradients de molécules solubles. Inspiré par ces résultats, Cajal proposa que la
croissance axonale au cours du développement était dirigée par des signaux
diffusibles sécrétés par les cellules cibles, un mécanisme de guidage agissant sur
de longues distances appelé chimiotropisme (Ramon y Cajal, 1892). Pour exemple,
il suggéra que les axones de neurones commissuraux de la moelle épiniére
atteignent la ligne médiane ventrale en suivant un gradient de signal attractif
provenant de la plaque du plancher (Ramon y Cajal, 1909) (Figure 14).

Quatre-vingt ans plus tard, les premiéres expériences in vitro de co-culture
d’explants de plaques du plancher et de moelle épiniére dorsale de rat confirmeront
que la plaque du plancher sécréte des molécules permettant le guidage mais aussi
la croissance des axones commissuraux (Placzek et al., 1990; Tessier-Lavigne et
al., 1988). Cependant, les molécules attractives impliquées dans ce processus
étaient toujours inconnues bien que beaucoup de facteurs neurotrophiques et de

facteurs de croissance aient été testés, sans succes (Placzek et al., 1990).

2.1.1 Découverte de la Nétrine-1

Par des expérimentations in vitro chez le poulet, le laboratoire de Marc Tessier
Lavigne mit en évidence, pour la premiére fois chez les vertébrés, deux molécules
de guidage des axones commissuraux appartenant a la méme famille. Ces
molécules recurent le nom de Nétrine-1 et Nétrine-2 dont la racine, « netr », signifie
en Sanskrit «celui qui guide ». (Serafini et al., 1994). Nétrine-1 et Nétrine-2 sont
toutes deux exprimées chez I'embryon de poulet lors de la croissance des axones
commissuraux. La Nétrine-1 est fortement exprimée dans la plague du plancher
tandis que la Nétrine-2 est exprimée, plus faiblement que la Nétrine-1, dans les
deux-tiers de la partie ventrale de la moelle épiniéere a I’exception de la plague du
plancher (Figure15). En parallele, ils montrerent in vitro qu’une source de Nétrine-1
était capable de promouvoir la croissance axonale des axones commissuraux de la
moelle épiniere dorsale a une distance d’au moins 250 um suggérant une action
diffusible de la molécule (Kennedy et al., 1994). A partir de I’ensemble de ces

données, ils suggérerent que les Nétrine-1/2 établissent un gradient permettant de
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(A) Expression de Nétrine-1 et Nétrine-2 chez le poulet

Schéma d’une coupe coronale de moelle épinieére de poulet au stade 16. La Nétrine-1 est
exprimée dans la plaque du plancher tandis que la Nétrine-2 est exprimée, dans les deux-tiers
de la partie ventrale

(B) Expression de Nétrine-1 chez la souris

Schéma d’une coupe coronale de moelle épiniére de souris a E11. Le patron d’expression de la
Nétrine-1 chez la souris est un composite des expressions des Nétrine1/2 chez le poulet : elle
est exprimée dans la plaque du plancher et dans la zone ventriculaire
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guider les axones commissuraux de la moelle épiniéere vers la ligne médiane ventrale

au cours du développement (Kennedy et al., 1994).

2.1.2 Organisation génétique et structure protéique des différentes Nétrines
Les membres de la famille des Nétrines sont des homologues du gene unc-6 chez
C. elegans, découvert quatre ans plus tot, dont la protéine guide les cones de
croissance des axones et les cellules du mésoderme (Hedgecock et al., 1990; Ishii
et al., 1992). Les Nétrines appartiennent a la superfamille des laminines qui sont des
protéines de la matrice extracellulaire. Elles sont composées d’un domaine laminine
VI en position N-terminal, d’un domaine central de type laminine V (composé de 3
séquences EGF) et un domaine C-terminal (Cirulli and Yebra, 2007) (Figure16).
L’orthologue de la Nétrine-1 chez les mammiféres a été découvert en 1996 par le
laboratoire de Marc Tessier Lavigne (Serafini et al., 1996), ainsi que celui de Nétrine-
2 (appelé Nétrine-3 (Friocourt et al., 2016; Wang et al., 1999a)). D’autres membres
de la famille des Nétrines ont été identifiés par la suite chez les mammiferes: la
Nétrine-3 (Van Raay et al., 1997; Wang et al., 1999b), la Nétrine-4 (Yin et al., 2000),
la Nétrine-5 (Yamagishi et al., 2015), la Nétrine G1 et la Nétrine G2 (Nakashiba et al.,
2000; Yin et al., 2002) (Figure 16). Contrairement aux Nétrines 1 a 5, les Nétrines G1
et G2 possedent une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPl) qui permet
I’accrochage a la membrane, de plus, elles n’ont aucune affinité pour les récepteurs
connus des autres Nétrines. Il a été proposé que les Nétrines G1 et G2 auraient
évolué indépendamment et gu’elles auraient un réle de signalisation cellulaire de
courte portée (Nakashiba et al., 2002). Les Nétrines 1 a 5 sont des protéines
sécrétées et leurs roles ont été identifiés dans différents processus tel que le
guidage axonal, la synaptogenése, et I'angiogenéese. La Nétrine-1 est la molécule la
plus étudiée pour son role primordial dans le développement et le cancer. Dans la
moelle épiniere et le tronc cérébral, le patron d’expression de la Nétrine-1 chez la
souris est un composite des expressions de Nétrine1/2 chez le poulet : elle est
exprimée dans la plague du plancher et dans la zone ventriculaire (Figure 15). Elle
est aussi exprimée, plus faiblement, dans la partie dorsale de la moelle épiniére
(Serafini et al., 1996). Tout comme chez le poulet, il a été proposé que la Nétrine-1

attire des axones commissuraux vers la plaque du plancher par gradient (Serafini et
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Les membres de la famille des Nétrine sont des laminines. Elles sont composées d’un domaine
laminine VI en position N-terminal, d’un domaine central de type laminine V (composé de 3
séquences EGF) et un domaine C-terminal. (D’aprés Rajasekharan and Kennedy, 2009;

Yamagishi et al., 2015)
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al.,, 1996). Nous allons, dans la suite du manuscrit, porter notre attention sur cette
molécule de guidage.

A Iinverse de la Nétrine-1, la fonction des autres membres de la famille des Nétrines
est peu connue. La Nétrine-3 est capable de copier I'attraction des axones
commissuraux de la Nétrine-1 et la répulsion des neurones moteurs du trochléaire in
vitro (Wang et al., 1999a). Cependant, I'expression de la Nétrine-3 dans la moelle
épiniere débute apres le franchissement de la plague du plancher par les premiers
axones commissuraux. La Nétrine-3 est aussi exprimée dans le systéeme nerveux
périphérique : dans les ganglions spinaux dorsaux et les cellules du mésoderme,
cette molécule pourrait influencer le guidage axonal des cibles périphériques
(Puschel, 1999). La Nétrine-4 est, quand a elle, trés largement exprimée dans le
systeme nerveux: le bulbe olfactif, la rétine, les ganglions spinaux dorsaux, les
grains du cervelet, ’hippocampe et les neurones corticaux (Koch et al., 2000). Dans
la moelle épiniere, une faible quantité de Nétrine-4 est détectée adjacente a la
plague du plancher, mais, tout comme la Nétrine-3, elle débute aprés que les
premiers axones commissuraux aient franchi la ligne médiane ventrale.
Contrairement aux autres Nétrine, la Nétrine-5 contient 2 séquences EGF dans son
domaine laminine V et ne possede pas de domaine N-terminal laminine VI
(Yamagishi et al., 2015) (Figure 16). A I’age adulte, elle est exprimée dans le bulbe
olfactif, dans la zone subventriculaire, et dans la zone subgranulaire du gyrus
dentelé dans I’hypoccampe ou elle aurait pour fonction de controler la neurogénese
(Yamagishi et al., 2015). Lors du développement, la Nétrine-5 est exprimée dans les
cellules de capsule frontaliére et empéche la migration des motoneurones en dehors
du SNC (Garrett et al., 2016).

2.1.3 Les récepteurs de la Nétrine-1

La Nétrine-1 joue un role important dans le guidage axonal grace a son activité
attractive. Néanmoins, il a été montré qu’elle peut aussi avoir un effet répulsif et
gu’elle est impliquée dans diverses fonctions en dehors du guidage axonal. Les
multiples propriétés de la Nétrine-1 sont liées au répertoire de ses récepteurs

induisant des réponses propres a chacun.
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2.1.3.1 DCC

Le récepteur DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) a été tout d’abord identifié
chez ’'hnomme comme un candidat de suppresseur de tumeur associé a une délétion
du chromosome 18921 dans le cancer colorectal (Fearon et al., 1990; Vogelstein et
al., 1988). C’est un récepteur transmembranaire appartenant a la superfamille des
immunoglobulines (Ig). Le domaine extracellulaire est composé de 4 domaines Ig,
six domaines fibronectine de type lll (FNIII), une région transmembranaire et une
queue cytoplasmique (Figure 17).

DCC est exprimé par les axones commissuraux pendant le développement, et il fut
le premier récepteur de la Nétrine-1 a étre identifié deux ans apres I'isolement de la
Nétrine-1 chez le poulet, (Keino-Masu et al., 1996). DCC est le principal récepteur
attractif de la Nétrine-1. En effet, la souris mutante pour le géne DCC reproduit la
plupart des phénotypes du mutant Netrine-1 KO que nous détaillerons dans la suite
du manuscrit (Fazeli et al., 1997).

Comme mentionné précédemment, DCC joue un rdle important dans le cancer. La
délétion de DCC rendrait les cellules tumorales insensibles a une voie apoptotique
induite par I'absence Nétrine-1 (Mazelin et al., 2004). Ainsi, Nétrine-1 agirait comme
un facteur trophique et DCC serait un récepteur a dépendance induisant I"apoptose
des cellules qui I'expriment en absence de Nétrine-1 (Mehlen et al., 1998). La
plasticitt du complexe DCC/Nétrine-1 semble jouer un rble clé dans le

développement que nous développerons dans un paragraphe ultérieur.

2.1.3.2 Neogénine

Le récepteur Néogénine appartient lui aussi a la superfamille des immunoglobulines.
Il partage 50% d’homologie avec le récepteur DCC et par conséquent présente la
méme structure (Figure 17). La liaison de Nétrine-1 a Néogénine a été mise en
évidence en méme temps que celle de Nétrine-1 a DCC (Keino-Masu et al., 1996).
L’interaction Nétrine/Néogénine est impliquée dans I’adhésion cellulaire lors du
développement des glandes mammaires (Srinivasan et al., 2003) ainsi que durant la
différenciation myogénique (Kang et al., 2004). Cependant, son réle dans le guidage
axonal par lintermédiaire de Nétrine-1 est peu étudié et donc peu connu

notamment du fait qu’aucun phénotype de guidage n’a pu étre observé chez les
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Figure 17 : Les récepteurs de la Nétrine-1

Schéma représentant la Nétrine-1 et ses récepteurs. La Nétrine-1 intéragit avec ses
récepteurs par son domaine laminine G. Le site d’interaction de chaque récepteur est
indiqué en jaune.

(Mehlen et al., 2011)
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souris déficientes du gene Néogénine (Leighton et al., 2001), qui sont toutefois des
hypomorphes. En effet, I'unique fonction de guidage axonal répertoriée pour
Néogénine est liée a son interaction avec la molécule répulsive RGMa dans le
cerveau antérieur (Rajagopalan et al., 2004; Wilson and Key, 2006). Toutefois,
’étude récente des doubles mutants DCC et Néogénine montre un défaut de
guidage plus important que chez les simples mutants DCC suggérant que le
récepteur Néogénine puisse collaborer avec le récepteur DCC dans le guidage des
axones commissuraux (Xu et al., 2014). Il est intéressant de mentionner que le géne
codant pour DCC est absent chez le poulet et d’autres oiseaux (Friocourt et al.,
2016; Phan et al., 2011). Ainsi, dans ces espéces I'absence de DCC pourrait étre

compensé par Néogénine.

2.1.3.3 Les récepteurs UNC-5

Bien que la Nétrine-1 soit connue pour ses effets chimioattractifs, elle peut aussi
avoir une activité répulsive (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995). L’effet attractif
ou répulsif de la Nétrine-1 est donc conditionné par ses récepteurs. Les membres
de la famille UNC-5 ont rapidement été identifiés comme les récepteurs responsable
des effets répulsifs de la Nétrine-1 (Ackerman et al., 1997; Hedgecock et al., 1990;
Leonardo et al., 1997). Chez la souris il existe quatre homologues : UNC5H1-4
(Ackerman et al., 1997; Engelkamp, 2002; Leonardo et al., 1997). Les membres de
la famille Unc5 sont des récepteurs transmembranaires de type 1 de la superfamille
des immunoglobulines. Leur partie extracellulaire est composée de deux domaines
immunoglobulines et deux domaines thrombospondines de type | (Figure 17) En
réponse a la Nétrine-1, les récepteurs de la famille Unc5 ont une activité répulsive
(Ackerman et al.,, 1997; Hamelin et al., 1993; Leung-Hagesteijn et al., 1992;
Przyborski et al., 1998). Cependant, dans la plupart des cas étudiés, cette répulsion
requiert la présence de DCC (Hong et al., 1999; Keino-Masu et al., 1996), méme s'il
semble que plus rarement, comme par exemple lors de la migration des
interneurones cérébelleux, cette répulsion puisse étre indépendante de DCC
(Guijarro et al., 2006).

Les récepteurs Unc5h1 a 3 sont exprimés dans le SNC en développement. En effet,

ils sont présents au niveau du cerveau embryonnaire dans la plaque basale du
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mésencéphale et du rhombencéphale, dans I’hypothalamus, le thalamus,
I’hippocampe, le cortex entorhinal, dans la rétine et dans le cervelet. lls sont aussi
exprimés dans le tube neural en développement, notamment par les motoneurones
et la plaque du toit (Ackerman et al., 1997; Leonardo et al., 1997). Alors que
I’expression de Unc5h1 est restreinte au SNC, les récepteurs Unc5h2, 3 et 4 sont
aussi exprimés a I'extérieur du SNC, notamment au cours du développement du
bourgeon de membre. Unc5h2 et Unc5h4 sont aussi respectivement exprimés au
cours de la mise en place du systeme vasculaire et de la glande mammaire
(Engelkamp, 2002). De plus chez I'adulte, les récepteurs Unc5h1, 2 et 3 continuent a
s’exprimer dans la moelle épiniere (Manitt et al., 2004)

De plus, tout comme le récepteur DCC, les membres de la famille des récepteurs

UNC-5 sont des récepteurs a dépendance (Llambi et al., 2001).

2.1.3.4 DSCAM

Le récepteur DSCAM (Down-syndrome adhesion molecule) est un récepteur
transmembranaire de type | qui appartient a la superfamille des immunoglobulines
(Yamakawa et al., 1998). Son domaine extracellulaire présente dix domaines
immunoglobuline et six domaines fibronectine de type lll, tandis que son domaine
intracellulaire ne présente pas d’homologie particuliere (Yamakawa et al., 1998)
(Figure 17). DSCAM fut initialement décrit comme contribuant aux déficits cognitifs
observés chez les individus affectés de trisomie 21 (Yamakawa et al., 1998).

Au cours du développement du SNC, DSCAM est largement exprimé par les
neurones en différenciation (Yamakawa et al., 1998). De plus chez la souris,
I'identification d’une mutation spontanée invalidant DSCAM mit en lumiére la
contribution de DSCAM dans le développement de I’arborisation dendritique de la
rétine (Fuerst et al., 2009; Fuerst et al., 2008). Par ailleurs, le role de DSCAM est
clairement établi chez la drosophile (Chen et al., 2006; Schmucker et al., 2000;
Yamagata and Sanes, 2008) ou son invalidation conduit par exemple, a de séveres
défauts de guidage au niveau des commissures (Schmucker et al., 2000).

Ce n’est que tardivement que sa liaison avec la Nétrine-1, induisant un effet attractif,
a été proposée (Ly et al., 2008). Toutefois, les seules preuves de I'implication de ce

récepteur dans la signalisation de la Nétrine-1 reposent uniquement sur des
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données in vitro ou les fonctions de DSCAM sont bloquées par ARN interférant dans
des cultures de moelle épiniere de poulet et de souris induisant un défaut
d’élongation et de guidage des axones commissuraux (Liu et al., 2009; Ly et al.,
2008). L’analyse du mutant murin du gene DSCAM n’a montré aucun défaut de
guidage dans le SNC, réfutant I'implication du récepteur dans I'attraction des
axones commissuraux via la Nétrine-1 (Palmesino et al., 2012). Cette étude pointe
du doigt les artéfacts engendrés par les expérimentations in vitro ou la délétion
soudaine d’un gene et ses effets different d’'une délétion a long terme présente chez

les modeles de souris knock-out.

2.1.3.5 A2b

Le récepteur A2b appartient a la famille des récepteurs a I'adénosine (Feoktistov
and Biaggioni, 1997). Il est couplé a la protéine G de 36-37 kDa qui possede sept
domaines transmembranaires connectés par trois domaines extracellulaires et trois
domaines intracellulaires, eux-mémes bordés par un domaine N-ter extracellulaire et
un domaine C-ter intracellulaire (Feoktistov and Biaggioni, 1997) (Figure 17). Une
étude visant a identifier des partenaires de DCC mit en évidence I’interaction entre
DCC et A2b (Corset et al., 2000). Dans cette étude, les auteurs montrent qu‘A2b se
comporte comme un récepteur a la Nétrine-1. En effet, 'interaction Nétrine-1/A2b,
stimule la production d’AMPc. En outre, cette voie de signalisation stimule la
croissance axonale, puisque l'addition d’un antagoniste de A2b diminue la
croissance axonale en réponse a la Nétrine-1. Cette étude suggere donc que A2b
régule le niveau d’AMPc en réponse a la Nétrine-1, or le niveau d’AMPc joue un réle
majeur dans le guidage axonal puisque selon sa concentration, il peut convertir
I’attraction en répulsion (Ming et al., 1997). De plus, A2b pourrait participer a un
complexe protéique membranaire faisant intervenir d’autres récepteurs a la Nétrine-
1. Néanmoins, I'étude de Corset et Coll; est controversée. En effet, quelques mois
apres sa publication, le groupe de Marc Tessier-Lavigne publia que I’activation
d’A2b par la Nétrine-1 n’est pas nécessaire a la croissance et I'orientation axonale
(Stein et al., 2001). Cette étude, sans toutefois exclure I'existence de co-récepteurs,
indique que seul DCC est requis afin de favoriser la pousse et I'orientation axonale

en réponse a la Nétrine-1. Il n’est pas inutile de remarquer que ces deux études
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utilisent des inhibiteurs peu spécifiques d’A2b. Seule I'étude de souris déficientes

pour le gene A2b devrait donc permettre de conclure.

2.1.3.6 Autres récepteurs de la Nétrine-1

La Nétrine-1 interagirait avec les héparines (Bennett et al., 1997; Serafini et al., 1994;
Shipp and Hsieh-Wilson, 2007), suggérant une liaison avec des héparanes sulfates
de la matrice extracellulaire permettant de stabiliser la gradient de Nétrine-1
(Serafini et al., 1996). Les héparanes sulfates auraient aussi un effet cellulaire
autonome sur les neurones commissuraux (Matsumoto et al., 2007). En effet, chez
la souris I'ablation conditionnelle dans les neurones commissuraux du gene
Exostosin-1 (Ext1), codant pour une enzyme essentielle a la synthése d’héparane
sulfate, a révélé que EXT1 était nécessaire pour I'attraction des axones via la
Nétrine-1 (Matsumoto et al., 2007). Les neurones commissuraux chez ces mutants
sont incapables d’induire la signalisation intracellulaire suite a la liaison Nétrine-
1/DCC. Les héparanes sulfates auraient donc une action cellulaire autonome
induisant une interaction fonctionnelle avec au moins un récepteur de Nétrine-1. La
Nétrine-1 peut aussi se lier aux intégrines, une large famille de récepteurs
transmembranaires qui lie le cytosquelette aux protéines de la matrice
extracellulaire. La Nétrine-1 se lie au intégrines a6p4 et a3pB1 et permettrait de

réguler I'adhésion des cellules épithéliales et leur migration (Yebra et al., 2003).

2.1.4 Role de la Nétrine-1 au cours du développement

La souris déficiente pour le géne Netrine-1 générée par le laboratoire de Marc
Tessier-Lavigne présente une grande quantité de défauts de guidage et par
conséqguent n’est pas viable : les nouveaux nés ne sont pas capables de téter et
meurent au bout de quelques heures (Serafini et al., 1996). Les défauts de
développement axonal chez ces mutants affectent le SNC mais aussi le SN
périphérique. Nous allons décrire les résultats obtenus durant ses vingt dernieres
années sur I'étude de ce mutant qui ont permit d’avoir une meilleure compréhension

du role de la Nétrine-1 au cours du développement.

49



2.1.4.1 Génération du mutant hypomorphe

Le premier knock-out murin du géne Nétrine-1 a été obtenu par une méthode de
« gene-trap » (Serafini et al., 1996). Cette technique repose sur I'introduction dans le
génome d’un géne rapporteur dépourvu de ses éléments transcriptionnels.
L’expression du gene rapporteur dépend donc des éléments de régulation du géne
a l'intérieur duquel I'insertion a eu lieu et sera donc le reflet fidele de I’expression de
ce dernier. A la suite de lintégration, la « construction-piege » peut donc
interrompre un géne endogéne et se comporter comme un agent mutagene. Dans le
cas de la souris déficiente pour le gene Nétrine-1, le géne Lac-Z a été inséré dans
un des introns du gene Nétrine-1 de maniére aléatoire (Skarnes et al., 1995). Le
produit de cet alléle muté est une protéine chimérique transmembranaire contenant
une partie extracellulaire du domaine VI, du premier domaine EGF de la Nétrine-1,
un domaine transmembranaire (codé par le vecteur) suivi de la de la B-galactosidase
(B-gal). Cette protéine de fusion Nétrine-1/B-gal reste piégée dans I'appareil de
Golgi de la cellule qui la produit et est donc inaccessible aux axones en
développement. Elle permet en outre de pouvoir visualiser les cellules qui expriment
normalement la Nétrine-1 en révélant I'activité de la B-gal (Skarnes et al., 1995).
Cependant, cet allele muté était suspecté d’étre hypomorphe. En effet, chez les
mutants homozygotes une faible quantité de ’ARN messager du géne Nétrine-1 est
toujours détecté y compris en hybridation in situ (Serafini et al., 1996). Une |égére
quantité de Nétrine-1 reste donc exprimée chez les souris mutantes en raison
probablement d’un épissage de I’ARN pré-messager autour des exons insérés
(Serafini et al., 1996). De plus, il est probable qu’une faible quantité de Nétrine-1
soit toujours fonctionnelle et accessible aux axones en développement. Cette
hypothése a été confirmée récemment par la génération de nouvelles lignées de
mutants conditionnels de la Nétrine-1 (Bin et al., 2015; Yung et al., 2015). Le
croisement de ces animaux avec des souris exprimant la recombinase CRE dans
des cellules germinales conduit a une perte de fonction compléte de la Nétrine-1
(Bin et al., 2015; Yung et al., 2015). L’analyse des ces mutants, qui ne sont pas
viables, montre les mémes défauts de guidage trouvés chez le mutant hypomorphe
mais d’un degré plus élevé. Ces deux études ont donc pu prouver qu’une quantité

de Nétrine-1 fonctionnelle, non négligeable, était toujours présente chez le mutant
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hypomorphe et qu’une lignée de souris avec un allele Nétrine-1 nul était nécessaire

pour étudier les fonctions de la Nétrine-1.

2.1.4.2 Réle de Ia Nétrine-1 dans la plaque du plancher au niveau de la moelle
épiniére et du tronc cérébral
C’est a la plaque du plancher que I'expression de la Nétrine-1 est la plus forte ce qui
suggere que c’est la source la plus importante de ce facteur pour les axones et les
neurones qui poussent ou migrent en direction de la ligne médiane ventrale. En
accord avec ce modeéle, de nombreux défauts de guidage des systemes
commissuraux sont observés dans la moelle épiniére et le tronc cérébral chez le KO
de la Nétrine-1 suite a un probable manque d’attraction a la plaque du plancher.
Toutefois, les anomalies de développement des commissures chez ce mutant
touchent aussi les commissures du cerveau antérieur, au niveau duquel il n’y a pas

de plaque du plancher.

2.1.4.2.1 L’action par gradient de la Nétrine-1

Comme mentionné précédemment, lors de la découverte de la Nétrine-1 il a été
suggéré par des expériences in vitro que son action était diffusible et qu’un gradient
permettrait d’attirer les axones commissuraux vers la ligne médiane ventrale
(Kennedy et al., 1994). La Nétrine-1 serait donc sécrétée au niveau de la plaque du
plancher et diffuserait vers la partie dorsale. Son interaction avec la matrice
extracellulaire pourrait contribuer a stabiliser ce gradient (Kennedy et al., 1994) . Les
données concernant I'expression de la Nétrine-1 au cours du développement chez
la souris se basent principalement sur la localisation de son ARN messager,
’analyse de la localisation exacte de la Nétrine-1 n’a pas pu étre étudiée
précisément du fait de I'absence d’anticorps spécifique. L’'unique étude montrant un
gradient par immunomarquage de la Nétrine-1 a été effectuée chez I'embryon de
poulet (Kennedy et al., 2006) a I'aide d’un anticorps qui n’est plus disponible. Il n’a
donc pas été montré que la Nétrine-1 chez la souris posséderait une action a longue

distance sur la croissance des axones commissuraux. De plus, chez la Drosophile,
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la Nétrine-1 semble pouvoir agir par contact plutét que par un gradient (Brankatschk
and Dickson, 2006).

2.1.4.2.2 Axones commissuraux dans la moelle épiniére

La mise en place des axones commissuraux de la moelle épiniére est séverement
affectée chez le mutant KO Nétrine-1 hypomorphe. La croissance axonale est
réduite et leur projection aberrante : certains projettent vers les ventricules, d’autres
ventralement vers la surface piale ou vers les motoneurones (Serafini et al., 1996).
Cependant, certains axones parviennent a atteindre la plaque du plancher et a se
projeter du c6té controlatéral pour former une commissure atrophiée (Serafini et al.,
1996) (Figure 18). Le mutant utilisé dans cette étude étant hypomorphe, il a été
proposé que les axones commissuraux parvenant toujours a franchir la ligne
médiane été di a la faible expression de Nétrine-1 toujours présente chez ses
mutants. Toutefois, chez les mutants récemment générés ou la délétion de la
Nétrine-1 est totale, certains axones parviennent toujours a atteindre la ligne
médiane ventrale, mais dans une moindre proportion que les mutants hypomorphes
suggérant I’existence d’autres molécules de guidage intervenant dans le guidage
des axones commissuraux a la plaque du plancher (Bin et al., 2015; Yung et al.,
2015).

Afin de déterminer si la Nétrine-1 exprimée a la plaque du plancher était
responsable de I'attraction chez les animaux sauvages |'effet attractif de plaque du
plancher issue d’embryons sauvages et d’embryons mutants sur les axones
d’explants de moelle épiniére dorsale de rat a été comparé. Cette étude a montré
que la plague du plancher d’embryons mutants, contrairement aux sauvages, était
incapable de promouvoir la croissance des axones. |l en a été conclu que la Nétrine-
1 produite a la plaque du plancher est la source principale du signal attractif pour
les axones commissuraux (Serafini et al., 1996). Toutefois, il a été montré
ultérieurement que d’autres molécules attractives étaient présentes a la plaque du
plancher et jouaient un réle dans le guidage des axones commissuraux dans la
moelle épiniére telle que le morphogene Shh et le VEGF (Charron et al., 2003; Ruiz
de Almodovar et al., 2011).
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Figure 18 : Commissures cérébrales chez les mutants Nétrine-1 KO

Schémas d’une coupe coronale de moelle épiniére de souris a E11 représentant les
commissures cérébrales chez un embryon controle et un embryon mutant Nétrine-1
KO.
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2.1.4.2.3 Les motoneurones

Les motoneurones sont situés de part et d’autre de la plaque du plancher. La
premiere étape de croissance des axones moteurs est la projection des axones a
'opposé de la ligne médiane avant leur sortie du SNC. In vitro, la plaque du
plancher a la capacité de repousser les axones moteurs (Colamarino and Tessier-
Lavigne, 1995; Varela-Echavarria et al., 1997). Des travaux in vitro, faisant appel aux
gels de collagene, ont montré qu’une source localisée de Nétrine-1 peut repousser
les axones moteur du trochléaire et des motoneurones branchiomoteurs et
viscéraux du tronc cérébral mais pas les axones moteurs spinaux (Colamarino and
Tessier-Lavigne, 1995; Varela-Echavarria et al., 1997). Cependant, aucun défaut de
guidage des axones du trochléaire n’a été observé chez le KO de Nétrine-1
hypomorphes et les mutants avec une délétion compléete de la Nétrine-1 (Bin et al.,
2015; Serafini et al., 1996; Yung et al., 2015). De plus, la plaque du plancher
d’embryons mutants est toujours capable de repousser les axones du trochléaire in
vitro (Serafini et al., 1996). Hormis les projections du noyau moteur facial, aucune
étude tres poussée n’a pu mettre en évidence des défauts de projections des
axones des motoneurones craniens. Une partie des axones du noyau moteur facial
présente un léger défaut ou les axones tournent prématurément vers les points de
sortie, d’autres forment de petits faisceaux dans la plaque du plancher (Murray et
al., 2010). La sortie des axones moteurs du SNC semble donc ne pas étre
grandement affectée chez les mutants Nétrine-1 KO. Cela suggére que
d’éventuelles autres molécules de guidage interviendraient dans cette répulsion et
laisse planer une incertitude quant a la fonction de la Nétrine-1 dans la répulsion des
axones moteurs.

Le réle de la Nétrine-1 dans le positionnement des motoneurones est lui aussi sujet
a controverse. La premiéere analyse de la souris déficiente pour le gene Nétrine-1 par
immunomarquage pour Islet1 a montré que le positionnement des motoneurones de
la moelle épiniere était normal (Serafini et al., 1996). Toutefois, une étude plus
approfondie montre que chez le KO Nétrine-1, les motoneurones de la moelle
épiniere et du trochléaire seraient Iégerement plus éloignés de la plaque du plancher
(Kim et al., 2015). De plus, chez les mutants générés a partir de I'alléle floxé ou la

délétion est totale, il est montré que I'absence de la Nétrine-1 altere légerement le
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positionnement des neurones moteurs de la moelle épiniére sans toutefois altérer

sa structure ou la spécification des cellules (Bin et al., 2015).

2.1.4.2.4 L'olive inférieure

Dans le tronc cérébral, I’analyse de la structure de I'olive inférieure a révelé que la
Nétrine-1 agit aussi sur la migration neuronale. Chez les mutants Nétrine-1 KO, une
partie des neurones de 'Ol forment un complexe atrophié ou une grande partie des
sous-noyaux sont absents (Bloch-Gallego et al., 1999; Marcos et al., 2009). Une
autre partie des neurones est positionnée de maniére ectopique, a la surface du
tronc cérébral et a distance de la plague du plancher, suggérant un manque
d’attraction (Figure 19). Les axones issus des neurones situés proche de la plague
du plancher arrivent cependant a projeter au cervelet mais du coté ipsilatéral (Bloch-
Gallego et al., 1999). Une activité chimioattractive de la Nétrine-1 sur la migration
des neurones olivaires a été mise en évidence grace a des co-cultures de neurones
olivaires post-mitotiques avec des cellules sécrétant la Nétrine-1 (Causeret et al.,
2002). Par ailleurs, I'ablation de la plaque du plancher dans des tranches de troncs
cérébraux issus d’embryons de poulet entraine 'arrét des neurones de 'Ol a une
distance de 70-100 pm de la ligne médiane. En revanche, les neurones olivaires ne
forment pas de groupes ectopiques (Bloch-Gallego et al. 1999). Enfin, la migration
des neurones olivaires est fortement perturbée dans des explants de lévres
rhombiques d’embryons de souris sauvages cultivés en présence de plaque du
plancher issue d’embryons Nétrine-1 KO (Marcos et al., 2009). Ces résultats
contrastés, suggéerent toutefois que la Nétrine-1 exprimée a la plague du plancher

permettrait I’attraction des neurones olivaires vers la ligne médiane.

2.1.4.2.5 Lepont

Au cours de la premiére étude des souris Nétrine-1 KO, une coloration histologique
hématoxyline-éosine a révélé I'absence de noyaux pontins (Serafini et al., 1996).
Deux autres études plus détaillées utilisant 'immunomarquage, ’hybridation in situ
et I’électroporation (Yee et al., 1999; Zelina et al., 2014) ont montrés que chez les

animaux Nétrine-1 KO, les neurones pontins sont en fait présents. lls quittent
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Figure 19
(A) Migration des neurones olivaires chez les mutants Nétrine-1 KO

Schémas d’une coupe coronale de tronc cérébral d’embryon de souris. Chez les mutants
Nétrine-1 KO les neurones olivaires sont positionnés de maniere ectopique et leurs axones

projettent du co6té ipsilatéral.
(B) Migration des neurones du pont chez les mutants Nétrine-1 KO

Schémas d’une vue latérale d’un tronc cérébral d’embryon de souris. Chez les mutants Nétrine-1
KO les neurones pontins quittent normalement les levres rhombiques et atteignent la racine du
nerf trijumeau puis, au lieu de migrer vers la plaque du plancher, ils progressent dorsalement le

long du tronc cérébral.
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normalement les leévres rhombiques et atteignent la racine du nerf trijumeau. A ce
niveau, ils ne tournent pas ventralement comme chez les embryons sauvages, mais
progressent dorsalement le long du tronc cérébral (Figure 19). Les co-cultures de
levres rhombiques avec des explants de plaque du plancher ou des cellules
exprimant la Nétrine-1 a confirmé que la Nétrine-1 peut attirer les neurones du pont
(Yee et al., 1999; Zelina et al., 2014). L'utilisation d’anticorps bloquants anti Nétrine-
1 entraine une forte diminution de la migration des neurones du pont en direction
de la plaque du plancher. Il a donc été conclu que la Nétrine-1 exprimée a la ligne
médiane permettrait d’attirer les neurones pontins vers la plague du plancher. La
premiére phase de migration n’étant pas affectée, il est suggéré que d’autres

molécules interviendraient dans I'initiation de cette migration.

L’ensemble des résultats in vivo et in vitro sont en faveur d’un modeéle selon lequel
la Nétrine-1 produite a la plaque du plancher attire sous forme de gradient les
axones commissuraux ainsi que les neurones en migration dans la moelle épiniere
et le tronc cérébral. Toutefois, chez le mutant Gli2 KO, qui n’a pas de plaque du
plancher, et donc pas de Nétrine-1 au niveau de la ligne médiane ventrale, la plupart
des axones commissuraux sont toujours attirés ventralement et établissent une
commissure (Charron et al., 2003; Matise et al., 1999). Ces données suggerent que
la plaque du plancher n’est pas la seule source attractive de Nétrine-1 pour les
axones commissuraux mais que la Nétrine-1 produite dans les zones ventriculaires
pourrait intervenir dans cette attraction (Matise et al., 1999). Cette hypothése ne fut
malheureusement pas plus approfondie. L’analyse d’'un mutant enlevant
spécifiguement la Nétrine-1 a la plaque du plancher serait donc I'unique solution
permettant de comprendre le role de cette molécule de guidage a la ligne médiane

ventrale.

2.1.4.3 Réle de la Nétrine-1 en dehors de la plaque du plancher et autres
systémes

La Nétrine-1 produite en dehors de la plague du plancher joue aussi un role

important dans la mise en place du SNC et périphérique. Elle est notamment

exprimée dans la partie dorso-latérale de la moelle épiniere, dans le cerveau
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Figure 20 : Projections sensorielles chez les Nétrine-1 KO
Schémas de moelle épiniere d’embryon de souris. Les projections sensorielles arrivent

dans la moelle épiniere par la DREZ,

forment le funicule dorsal et projettent

longitudinalement. L’absence de Nétrine-1 dans la partie dorsale induit une invasion du
manteau de la moelle épiniére par les afférences sensitives. (D’apres Watanabe et al., 2006)
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antérieur et dans le systeme nerveux périphérique et présente des fonctions

distinctes dans chacun de ces systéemes.

2.1.4.3.1 Projections sensorielles

Comme mentionné précédemment, la Nétrine-1 est aussi exprimée dans la partie
dorso-latérale de la moelle épiniere au niveau des racines dorsales, le point d’entrée
des axones des ganglions rachidiens (Serafini et al., 1996), ou DREZ. L’absence de
Nétrine-1 dans la partie dorsale induit une invasion du manteau de la moelle épiniere
par les afférences sensitives qui en sont normalement repoussées Figure 20. Cette
action répulsive met en jeu le récepteur UNC5h3 (Watanabe et al., 2006). De plus,
aux ages précoces de développement (E10,5) certains axones des ganglions
rachidiens ne projettent pas vers la DREZ mais s’orientent vers les régions ventrales
et intermédiaires de la moelle épiniere. Ce défaut est transitoire car a E13,5 aucune
projection aberrante des DRGs (Dorsal Root Ganglion) n’a été observée (Masuda et
al., 2008).

2.1.4.3.2 RoOle de la Nétrine-1 dans le confinement des axones dans le systéme nerveux
central
Des axones commissuraux quittent de fagon aberrante le SNC aux points de sortie
de la moelle épiniere chez les souris mutantes Nétrine-1 KO (Laumonnerie et al.,
2014) (Figure 21). Il est suggéré que le confinement des axones dans le SNC est
régulé par une combinaison d’au moins trois mécanismes. Tout d’abord, une forte
attraction ventrale par le couple Nétrine-DCC permettrait d’empécher les axones
commissuraux de se diriger vers les points de sortie. De plus, I’expression dorso-
latérale de Nétrine-1 formerait une barriere chimiotropique empéchant les
interneurones de se positionner proche de la DREZ. Pour finir, un mécanisme
inconnu dépendant de Nétrine-1/DCC empécherait les axones de quitter le SNC. Ce
mécanisme qui suggeére un role répulsif de la Nétrine-1 ne serait pas dépendant du

récepteur Unc-5 car aucun axone commissural ne quitte le SNC chez les KO Unc-5.
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Figure 21 : Role de la Nétrine-1 dans le confinement des commissures cérébrales dans le
SNC

Chez les embryons sauvages a E10,5 un fort signal attractif (gris) par la Nétrine-1 ventrale dirige
les axones a la plaque du plancher. Entre E11,5 et E12,5 une barriére latérale de la Nétrine-1
chimio-inhibitrice (gris avec lignes blanches) se forme, adjacent a la DREZ, et repousse les
axones de cette région. Chez les embryons Nétrine-1 KO, I'absence d’attraction ventrale et de
barriere chimio-inhibitrice induit une sortie des axones commissuraux dans le systéme nerveux
périphérique aux niveaux de la DREZ et du MEP.

(Laumonnerie et al., 2014)
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2.1.4.3.3 Autres phénotypes dans le SNC

A des niveaux plus rostraux, de nombreuses structures sont aussi affectées chez les
KO Nétrine-1. Le corps calleux, la commissure antérieure et la commissure
hippocampique sont absents (Serafini et al., 1996). La taille du faisceau cortico-
spinal est séverement réduite (Finger et al., 2002) et les axones qui projettent de
I’lhabenula médiane au noyau interpédonculaire (IPN) par le fasciculus retroflexus ne
traversent pas la plague du plancher et sont fortement défasciculé (Schmidt et al.,
2014; voir Annexe1). Pour finir, le nerf optique des souris mutantes est hypoplasique
(Deiner et al., 1997).

2.1.4.3.4 Nétrine-1 : un facteur de survie ?

Comme mentionné précédemment, durant le développement du SNC, la Nétrine-1
agit non seulement comme molécule de guidage axonal mais aussi comme facteur
de survie via les récepteurs DCC et UNC-5 (Llambi et al., 2001). En absence de
Nétrine-1 les cellules exprimant DCC ou UNC-5 déclenchent une signalisation pro-
apoptotique conduisant a I'élimination des cellules. Ce mécanisme permettrait aux
cellules tumorales mutées pour DCC ou UNCS5 d’échapper a I'apoptose et ainsi de
proliférer et migrer dans les tumeurs. De méme, I’expression anormale de Nétrine-1
observée dans certains cancers (Latil et al., 2003) protegerait aussi les cellules
tumorales de la mort (Figure 22). Bien que le role développemental de ce processus
ne soit pas entierement compris, il pourrait contribuer a I’élimination des axones qui
projettent en dehors de leur territoire normal, riche en Nétrine-1, et ainsi éviter des
erreurs de guidage axonal. Ce contréle de la mort cellulaire représente donc un
mécanisme important dans la mise en place des circuits neuronaux dans le SNC en
développement.

En accord avec cette théorie, une diminution du nombre de neurones olivaires et
pontins a été décrite chez les souris mutantes Nétrine-1 KO (Bloch-Gallego et al.,
1999; Yee et al., 1999). Toutefois, ce résultat est controversé et d’autres études
récentes n’ont pas permis de mettre en évidence d’élévation de la mort neuronale
chez les KO complets de la Nétrine-1 non hypomorphe (Bin et al., 2015; Yung et al.,
2015). De plus seules certaines études ont montré une augmentation de I’'apoptose

par marquage TUNEL dans le tronc cérébral et la moelle épiniere de KO Nétrine-1
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Figure 22 : Nétrine-1 et les récepteurs a dépendances

(A) En situation physiologique les récepteurs a dépendances DCC et Unc-5 sont capables d’induire
deux types de signaux en fonction de la présence ou non de leur ligand. En présence de ligand,
ils induisent des signaux d’activation connus pour promouvoir la survie cellulaire, la migration et
la prolifération. En absence du ligand, ils initient une mort cellulaire apoptotique.

(B) Dans les cellules tumorales trois principaux avantages sélectifs peuvent étre acquis impliquant la
voie de signalisation des récepteurs a dépendance. Une production autocrine du ligand (1), une
perte de fonction du récepteur (2) et une perte d’un partenaire pro-apoptotique (3), tous
empéchent I'activation de la mort cellulaire apoptotique.

(Mehlen et al., 2011)
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hypomorphe (Furne et al., 2008; Llambi et al., 2001) alors que d’autres auteurs n’ont
rien trouvé de notable (Williams et al., 2006). Il faut souligner que les populations de
neurones étudiées étaient différentes et qu’il est aussi possible que la mort
intervienne aprés la naissance et gu’elle n’est pas encore eu lieu chez les embryons
étudiés. En conclusion, le réle de la Netrine-1 dans I'apoptose développementale

reste a confirmer dans le SNC.

2.1.4.3.5 Fonction de la Nétrine-1 en dehors du systéme nerveux central

La Nétrine-1 et ses récepteurs sont aussi exprimés dans de nombreux tissus en
dehors du SNC ou ils jouent un role clé dans la morphogenese de certaines
structures. Pour exemple, il a été montré que la Nétrine-1 est exprimée dans
I'épithélium otique et facilite la formation des canaux semi-circulaires de I'oreille
interne (Salminen et al., 2000). La Nétrine-1 est aussi exprimée dans le pancréas en
développement (De Breuck et al., 2003; Yebra et al., 2003), les poumons (Dalvin et
al., 2003; Liu et al., 2004) les glandes mammaires (Srinivasan et al., 2003) et régule
’adhésion cellulaire, la migration, la différenciation, I’angiogenése ainsi que la

tumorigenése.

2.1.5 Conclusion

La Nétrine-1 a été principalement étudiée pour son réle attractif a la plaque du
plancher. Cependant, a ce jour le role physiologique de la Nétrine-1 n’a été mis en
évidence qu’a travers I'étude de mutants chez lesquels son expression est inactivée
de maniére globale. Une délétion spécifique, ciblée, de la protéine dans seulement
certaines des cellules qui I'exprime serait plus adaptée pour comprendre son réle

dans le SNC, notamment postnatal.

2.2 Slit et Robo

Comme montré précédemment, les axones commissuraux sont attirés ventralement
par un signal attractif, possiblement généré par un gradient de Nétrine-1.

Cependant, il a été montré que la plaque du plancher était aussi une source de
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signaux répulsifs (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995; Tamada et al., 1995) et
que les axones des neurones commissuraux ne sont plus sensibles aux facteurs
attractifs sécrétés par la ligne médiane une fois qu’ils ont traversé celle-ci (Shirasaki
et al.,, 1998). En effet, un explant de plaque du plancher ectopique peut dévier et
attirer des axones commissuraux seulement si ces derniéres n’ont pas déja été en
contact avec la plaque du plancher (Shirasaki et al., 1998). Ce changement de
réponse pourrait s’expliquer par le fait que les axones post-commissuraux
gagneraient au passage de la plaque du plancher une sensibilité aux molécules
répulsives sécrétées par la ligne médiane et perdraient leur attirance pour la Nétrine-
1. Ce mécanisme éviterait aux axones commissuraux de rester au niveau de la
plague du plancher, une cible intermédiaire, et ainsi de continuer leur croissance

vers leur destination finale.

2.2.1 Slit : une molécule répulsive de la plaque du plancher

La protéine Slit a été la premiere molécule répulsive identifiée a la ligne médiane du
SNC. Elle a tout d’abord été identifiée par crible génétique chez le mutant slit de
drosophile qui est caractérisé par une accumulation d’axones au niveau de la ligne
médiane (Kidd et al., 1999) (Figure 23a). Les résultats précédemment obtenus sur la
Nétrine-1 avaient montré une conservation a travers les espéces des mécanismes
de guidage axonal a la ligne médiane ventrale (Harris et al., 1996; Ishii et al., 1992;
Kennedy et al., 1994; Kolodziej et al., 1996; Mitchell et al., 1996; Serafini et al.,
1994). Ceci a conduit plusieurs équipes a rechercher les genes orthologues de Slit
chez les vertébrés et a en identifier trois chez la souris Slit7-Sli (Li et al., 1999). Par
ailleurs deux études biochimiques paralléles et non ciblées, visant a identifier des
molécules contrélant la formation de branches axonales collatérales par les axones
sensoriels (Wang et al., 1999c) ou le collapsus des axones des cellules
ganglionnaires de la rétine (Niclou et al., 2000) ont aussi conduit a la purification de
Slit2.

Chez les mammiféres les trois genes Slit sont exprimés dans le SNC en

développement (Brose et al., 1999). Les Slits sont des glycoprotéines possédant un

peptide signal N-terminal, 22 motifs répétés riches en leucine (LRR ou Leucine-Rich
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Figure 23 :

(A) Phénotypes des mutants Slit/Robo chez la drosophile

Les axones exprimant Robo (rouge) ne croisent pas la ligne médiane qui exprime Slit (axe bleu).
Les axones commissuraux n’expriment Robo qu’une fois la ligne médiane croisée. Chez les
mutants Robo ces axones croisent plusieurs fois la ligne médiane. Chez les mutants Slit ils
entrent dans la ligne médiane mais ne la quittent pas.

(B) Slit et les récepteurs Robo chez la souris

Schémas représentant la structure des protéines Slit et des récepteurs Robo1-4. Seuls les
récepteurs Robo1-2 se lient a Slit (en jaune le site d’interaction).
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Repeats) divisés en quatre domaines (D1-D4), cing a sept séquences EGF
(epidermal growth factor), un domaine Agrine/laminine/Perlecan/Slit et un domaine
terminal a nceud cystéine (Figure23b). Slit2 et probablement Slit1 sont clivés au
niveau de leur domaine EGF par I’action d’une protéase non connue pour le moment
(Brose et al., 1999; Wang et al., 1999c). Le role de ces différents fragments dans
I’action de Slit au cours du développement sera détaillé dans une partie ultérieure.
Les héparanes sulfates forment un complexe ternaire en se liant a la fois a Robo et a
Slit et permettent de stabiliser leur interaction a la membrane. Contrairement a ce
qui a été proposé pour la Nétrine-1, Slit1-3 dans la plague du plancher ne
diffuseraient pas sous forme de gradient mais auraient un champs d’action restreint
(Brose et al., 1999).

2.2.2 Les récepteurs Robo

Le récepteur Robo a été découvert lors d’un crible génétique ciblant les défauts de
croissance des axones commissuraux chez la drosophile (Seeger et al., 1993). Ce
n’est que six ans plus tard que ce récepteur fut associé a Slit (Kidd et al., 1999). La
raison pour laquelle le lien entre les deux molécules est resté si longtemps inconnu
est que le mutant Robo ne possede pas le méme phénotype que le mutant Slit.
Chez le mutant Robo les axones commissuraux croisent a plusieurs reprises la ligne
médiane mais ne s’y arrétent pas (Figure 23a). Cette différence de phénotype
s’explique par I'existence de plusieurs génes Robo qui agissent de maniére
partiellement redondante. Le lien Slit/Robo a finalement pu étre établi grace a
I’étude des mutants hypomorphes et des doubles mutants Slit/Robo (Brose et al.,
1999; Kidd et al., 1999; Li et al., 1999).

Il existe quatre homologues de Robo chez les mammiféres : Robo1, Robo2, Robo3
et Robo4 (Brose et al.,, 1999; Jen et al., 2004; Li et al., 1999). A I'exception de
Robo4, I'ensemble des Robo est exprimé dans le systéeme nerveux. Le récepteur
Robo4 est exprimé par les cellules endothéliales et serait impliqué dans la
perméabilité vasculaire (Bedell et al., 2005; Jones et al., 2008). Les caractéristiques
et le réle de Robo3 au cours de la mise en place des commissures seront
développés ultérieurement. Des données récentes (Koch et al., 2011; Rama et al.,

2015; Zelina et al., 2014) montrent que Robo1 et Robo2 sont les seuls récepteurs
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Robo a se lier aux Slit chez les mammiféres et a induire la répulsion des axones
(Brose et al, 1999). Les Robo appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines. lls contiennent cing motifs Ig, trois domaines FNIII (fibronectine
ll) et trois a quatre domaines cytoplasmiques conservés (CC0O-CC3) (Kidd et al.,
1998) (Figure 23b). lIs fixent les Slit par I'intermédiaire du deuxiéme domaine LRR de
Slit (appelé D2) et du premier domaine Ig de Robo (Howitt et al., 2004; Morlot et al.,
2007). De facon intéressante, les récepteurs Robo peuvent eux aussi étre clivés in
vitro (Chen et al., 2008; Clark et al., 2002; Dalkic et al., 2006; Yuan et al., 1999).
Chez la drosophile, Robo est clivée par la métalloprotéase Kuzbanian /ADAM10
provoquant le recrutement de protéines intracellulaires impliquées dans la répulsion

du cbne de croissance (Coleman et al., 2010).

2.2.3 Guidage axonal par Slit et Robo

2.2.3.1 Axones commissuraux de la moelle épiniére

Dans la moelle épiniére, les trois protéines Slit sont exprimées dans la plaque du
plancher et dans les motoneurones. Leurs récepteurs Robo1/2 sont exprimés dans
les axones commissuraux et dans les motoneurones (Brose et al., 1999). Chez le
triple mutant Slit1/2/3, les axones projettent normalement vers la partie ventrale,
mais, arrivés a la plaque du plancher les axones sont désorganisés et semblent
défasciculés (Long et al., 2004) (Figure 24). Le marquage du funiculus ventral avec
’anticorps TAG-1, permettant de visualiser les axones post-commissuraux, est
quasiment absent chez les mutants suggérant que peu d’axones quittent la plagque
du plancher (Long et al., 2004). Les tracages rétrogrades effectués sur ces mutants
dans la moelle épiniere confirment cette hypothése et montrent que certains axones
recroisent la plaque du plancher et se projettent du co6té ipsilatéral (Long et al.,
2004). Ces résultats suggerent que les Slit exprimés a la plaque du plancher sont
requis pour repousser les axones commissuraux de cette cible intermédiaire. Les
doubles mutants Slit1/Slit2 ne présentent pas de défauts de guidage notables dans
la moelle épiniere, et seule I'inactivation simultanée des trois Slit perturbe la

décussation des axones commissuraux (Long et al., 2004). Ceci démontre
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Figure 24 : Commissures cérébrales chez les mutants Slit/Robo KO

Schémas d’une coupe coronale de moelle épiniére d’embryon de souris. Chez les triples
mutants Slit7-3 KO et doubles mutants Robo7-2 KO, les axones projettent normalement
vers la partie ventrale, mais, arrivés a la plaque du plancher certains la recroisent et
projettent du coté ipsilatéral.
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’importante redondance fonctionnelle des Slit qui sont souvent co-exprimés dans le
systéme nerveux (Bagri et al., 2002; Marillat et al., 2002).

L’étude des doubles mutants Robo1/Robo2 ne révele pas de défauts de guidage
des axones commissuraux par immuno-marquage mais des tracages axonaux (par
Dil) ont permis de mettre en évidence que certains axones sont incapables de sortir
de la plaque du plancher sans toutefois la recroiser comme chez les triples mutants
Slit (Jaworski et al., 2010) (Figure 24). Ce phénotype, beaucoup moins sévere que
chez les triples mutants Slit1/2/3 suggére que certaines fonctions des Slit puissent
étre indépendantes de Robo1/2, et donc I’existence possible d’autres récepteurs
des Slit. L’étude des simples mutants Robo1 et Robo2 ont aussi mis en évidence un
role distinct des deux récepteurs. Robo1 permettrait d’empécher les axones de
rester bloqués a la plaque du plancher tandis que Robo2 serait nécessaire aux

axones pour quitter la plague du plancher et se projeter latéralement.

2.2.3.2 Transition de l’attraction a la répulsion lors du passage a la ligne
médiane

Les axones commissuraux sont dans un premier temps attirés par un gradient de
Nétrine-1 vers la plague du plancher, puis repoussés de celle ci par les Slit afin de
projeter du co6té controlatéral. Cependant, I'ensemble de ces signaux attractifs et
répulsifs semblent étre présents tout au long du trajet suivi par les axones
commissuraux et la question se pose donc de l'intégration des différents signaux
avant et apres le croisement.

Selon le modele actuel chez la souris, Robo3 inhiberait I'action répulsive de
Robo1/2 dans les axones en croissance vers la plaque du plancher par un
mécanisme encore inconnu (Sabatier et al., 2004). L’expression de Robo3 serait
réprimée apres la traversée de la ligne médiane permettant alors I’activation de la
répulsion Slit/Robo. De plus, I'interaction de DCC et de Robo1, induite par Slit
inhiberait I'activité attractive de la Nétrine-1 (Stein and Tessier-Lavigne, 2001)
(Figure 25). Ce modele fut récemment remis en cause par une étude qui a montré
que Robo3 jouerait plutét un réle dans I’attraction par interaction avec le récepteur
DCC (Zelina et al., 2014).
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Figure 25. Changement d’expression des molécules a la surface du cdne de croissance au
niveau de la plaque du plancher

Les changements moléculaires sont indiqués pour un axone commissural avant (gauche) et apres
(droite) le passage de la ligne médiane. Avant le passage de la ligne médiane, la réponse des
récepteurs Robo1 et 2 aux molécules Slit répulsives serait inhibée par Robo3. Nétrine-1 se lie a DCC
induisant des signaux attractifs. Une fois la ligne médiane traversée, I'absence de Robo3 permet a
Robo1 et 2 d’une part de se lier aux molécules Slit ce qui induit des signaux répulsifs et d’autre part
de se lier a DCC et inhiber les signaux attractifs.
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2.2.3.3 Roéle de Slit et Robo dans les motoneurones

Les récepteurs Robo1/2, tout comme Slit2 et Slit3, sont exprimés par les
motoneurones (Brose et al., 1999). In vitro, une source de Slit2 est capable de
repousser les axones des motoneurones spinaux (Brose et al., 1999) et chez les
doubles mutants Robo1/2, les axones moteurs spinaux projettent anormalement
vers la plaque du plancher (Bai et al., 2011). Ces résultats suggerent que Slit/Robo
contribuent a repousser les axones moteurs de la plague du plancher. Cependant
aucune étude du développement des axones moteurs n’a été réalisée sur les KO
Slit1/2. Sachant que Slit2 et Slit3 sont exprimées a la plaque du plancher mais aussi
dans les motoneurones, la question de la source de Slit2/3 induisant la répulsion
des axones moteurs se pose. Les protéines Slits fonctionnant probablement a
courte portée (Brose et al., 1999) il a été suggéré que Slit2/3 pourrait agir de
maniére cellulaire autonome dans les motoneurones pour empécher I'attraction de
leurs axones vers la Nétrine-1 a la plaque du plancher (Bai et al., 2011). La sécrétion
de Slit2/3 par les motoneurones entrainerait I'interaction de Robo avec DCC dans
les axones moteurs, bloquant ainsi I'action de la Nétrine-1 (Figure 26). Ce modéle
d’auto-inactivation se rapproche donc de celui qui a été proposé pour expliquer la
suppression de I'attraction des axones commissuraux par la plaque du plancher
décrite ci-dessus. |l faut noter qu’il est basé principalement sur des données in vitro
et que l'implication des Slits n’a pas été démontrée. Toutefois, une fonction
cellulaire autonome de Slit2 a été mise en évidence dans le développement du nerf
phrénique (Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012). En effet, Slit2 et Slit3 ainsi que
leurs récepteurs Robo1/2 sont exprimés dans les motoneurones du nerf phrénique.
In vitro, Slit2 sécrété par les motoneurones régule la fasciculation des axones
moteurs (Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012). In vivo, chez les embryons déficients
pour les genes Slits et Robos les axones moteurs du nerf phrénique, sont
défasciculés (Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012). Cette hypothese est aussi basée
sur I'absence de Slit2 des muscles (Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012), mais une
étude récente montre que chez la souris, Slit2 est bien exprimé par les muscles

(Saller et al., 2016) ce qui pourrait remettre en cause ce modeéle.
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Figure 26. Mécanisme d’auto inactivation des motoneurones dans la moelle épiniére

Les motoneurones expriment Slit2 et Slit3 (rouge) ainsi que Robo1/2 (rose) et DCC (vert). Slit2/3
agiraient de maniere autocrine en se fixant sur Robo1/2 ce qui entrainerait leurs interactions avec DCC
dans les motoneurones. Ceci rendrait les axones moteurs insensibles a I'action attractive de la
Nétrine-1 sécrétée a la ligne médiane (on parle d’auto-silencing). Chez les mutants déficients pour
Robo1/2 , DCC n’est plus inactivé et certains axones moteurs vont alors croitre en direction de la ligne
médiane.

(Adapté de Bai et al., 2011).
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2.2.3.4 Les faisceaux longitudinaux

Dans les régions caudales du SNC, les axones longitudinaux sont les premiers
axones a se mettre en place lors du développement (Mastick et al., 2010). Leurs
neurones sont localisés dans le cerveau antérieur et le mésencéphale, leurs axones
projettent parallelement a la ligne médiane sans la croiser afin de relayer les
informations jusqu’a la moelle épiniere. lls forment trois fascicules qui se distinguent
par leur positionnement dans le tronc cérébral et la moelle épiniére : le funicule
médian (MLF), intermédiaire (IMF) et latéral (LMF) (Figure 27). De fagon logique, il a
été suggéré que les molécules répulsives sécrétées par la plaque du plancher
pouvaient influencer cette trajectoire et des expériences menées in vitro et in vivo
semblent confirmer cette hypothese (Farmer et al., 2008; Kim et al., 2014). Chez les
doubles mutants Slit les axones MLF, IMF LMF présentent des défauts de guidage
et beaucoup d’axones rentrent dans la plaque du plancher (Farmer et al., 2008; Kim
et al., 2014). Ce méme phénotype est observé chez les doubles mutants Robo1-2
(Kim et al., 2014). Ces résultats, montrent que le couple Slit/Robo permettrait le bon
positionnement des faisceaux longitudinaux le long de la ligne médiane ventrale. De
facon intéressante il a aussi été montré dans la méme étude que la trajectoire de
ces axones était dépendante non seulement de la répulsion Slit/Robo mais aussi de
I’attraction de la Nétrine-1 a la plaque du plancher. Ainsi, une balance entre signaux
attractifs et répulsifs, intégrés simultanément par les axones longitudinaux,

permettrait de les positionner le long de I'axe du SNC.

2.2.3.5 Autres systémes

Le couple Slit/Robo joue un rdle crucial dans le guidage des axones du cerveau
antérieur. Les axones du tractus olfactif latéral projettent de fagcon aberrante chez
les mutants Slits et Robos en I'absence de Slit2 dans le septum ou de Robo1/2
dans les axones olfactifs (Fouquet et al., 2007; Nguyen-Ba-Charvet et al., 2002). Par
ailleurs, chez les mutants Slit7-2, le corps calleux est quasiment absent tandis que
chez les mutants Robo7-2 certains axones parviennent toujours a franchir la ligne
médiane (Andrews et al., 2006; Lopez-Bendito et al., 2007; Unni et al., 2012). De
maniére originale, Slit1 réparti en gradient dans le corridor de neurones indicateurs

jouent aussi un réle dans le guidage des axones thalamocorticaux exprimant Robo2
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Figure 27. Réle de Slit/Robo dans la mise en place des faisceaux longitudinaux

Schémas d’une vue dorsale d’un tronc cérébral d’embryon de souris. Les axones
longitudinaux proviennent du mésencéphale et du tronc cérébral et projettent leurs axones
parallelement a la ligne médiane sans la croiser. Chez les mutants Slit1-2 et Robo1-2, les
axones MLF, IMF LMF présentent des défauts de guidage et beaucoup d’axones rentrent

dans la plaque du plancher.
(Farmer et al., 2008)
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(Bielle et al., 2011; Lopez-Bendito et al., 2007). Dans le systeme visuel, Slit1/2
repoussent les cones de croissance des cellules ganglionnaires de la rétine et
augmente la fasciculation de leurs axones (Erskine et al., 2000; Niclou et al., 2000;
Ringstedt et al., 2000). En effet, les mutants Slit1/2 présentent d’importants défauts
des projections rétiniennes : formation d’un second chiasma optique et croissance
aberrante des axones rétiniens dans la voie optique controlatérale. Enfin, chez les
mutants Robo1/2 les axones issus des noyaux habenulaires se trouvent
défasciculés en arrivant a I'IPN. Certains croisent la ligne médiane, mais beaucoup
restent du co6té ipsilatéral. Ce phénotype differe Iégerement chez les mutants Slit1/2
ou les axones du fasciculus retroflexus suivent anormalement la plaque du plancher

vers le tronc cérébral ou le diencéphale (Belle et al., 2014).

2.2.4 Role de Slit/Robo dans la migration cellulaire

Le réle du couple Slit/Robo dans la migration des neurones au cours du
développement et dans le cerveau adulte a été mis en évidence dans plusieurs
systemes. Cette fonction a été montrée pour la premiére fois dans la migration des
neurones olfactifs dans le cerveau antérieur postnatal ou les Slits sont sécrétées par
les plexus choroides et le septum repoussant ainsi les neurones issus de la zone
subventriculaire antérieurement vers le bulbe olfactif (Hu, 1999; Nguyen-Ba- Charvet
et al., 2004; Sawamoto et al., 2006; Wu et al., 1999). Je vais ici décrire le role des

Slits et Robos dans la migration des neurones précérébelleux.

2.2.4.1 L’olive inférieure

Dans une partie précédente, nous avons pu voir que les neurones olivaires étaient
potentiellement guidés par le Nétrine-1 exprimée a la plaque du plancher (Bloch-
Gallego et al., 1999; Causeret et al., 2002; Yee et al., 1999). Le corps cellulaire des
neurones olivaires ne traverse pas la ligne médiane contrairement a leurs axones qui
se projettent dans le cervelet du c6té controlatéral (Figure 28a). Ceci suggére que
des signaux répulsifs seraient impliqués. Les récepteurs Robo1 et 2 sont exprimés
dans les neurones olivaires en cours de migration et Slit1-3 sont présents dans la

plague du plancher a ce stade (Causeret et al., 2002; Di Meglio et al., 2008). In vitro,
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Figure 28 : Le complexe olivaire chez les mutants Slit/Robo KO

Coupe coronale de tronc cérébral d’embryon de souris. Chez les mutants Slit7-2 KO et Robo1/2 KO,
une partie des neurones olivaires traversent anormalement la plaque du plancher et forment des
projections bilatérales (A). De plus, la morphologie globale du complexe olivaire est affectée chez
ces mutants (B).

(Di Meglio et al., 2008; Sotelo and Chédotal, 2013)
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la présence de Slit2 induit une légére répulsion des axones des neurones olivaires
mais n’a aucun effet sur la migration cellulaire (Causeret et al., 2002). Chez les
doubles mutants Slit1/2 et Robo1/2 une fraction significative de neurones olivaires
franchit la ligne médiane et migre du c6té controlatéral. Ainsi chez ces mutants les
projections olivaires sont bilatérales (Di Meglio et al., 2008). Contrairement au
mutant Nétrine-1, aucune migration ectopique n’est observée et les neurones
atteignent la ligne médiane. Cependant, la morphologie globale du complexe olivaire
est affectée chez les mutants Slit7-2 et Robo71-2 ou les neurones se retrouvent
compactés et plus proches de la ligne médiane (Di Meglio et al., 2008)(Figure 28b).
Ce systéme n’a pas été étudié dans le triple mutant Slit7-3, mais contrairement a la
moelle épiniere I'inactivation de deux genes Slits semblent suffisants pour perturber

la migration des neurones olivaires.

2.2.4.2 Le pont

Les neurones du pont en migration exprimeraient eux aussi les récepteurs Robo
(Geisen et al., 2008). Les protéines Slit sont quant a elles présentes dans la plague
du plancher ainsi que dans certains noyaux moteurs craniens tel que le noyau
moteur facial (Geisen et al., 2008; Gilthorpe et al., 2002; Hammond et al., 2005).
Chez les doubles mutants Robo7-2 ainsi que les Slit7-2 la premiere phase de
migration n’est pas affectée. En revanche, lors de la deuxieme phase de migration
certains neurones pontiques sortent du courant de migration et migrent
prématurément vers la plague du plancher (Geisen et al., 2008) passant alors a
proximité du noyau moteur du facial. Sachant que celui ci exprime Slit2 et Slit3 il a
été proposé qu’il puisse jouer un rbéle majeur dans le controle de la migration
horizontale des neurones du pont en les maintenant en position dorsale (Figure 29).
En accord avec cette hypothese il a été montré qu’une partie des neurones du pont
migrent aussi prématurément vers la plague du plancher dans les KO du gene

phox2b chez lesquels le noyau facial est absent (Geisen et al., 2008).
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Figure 29 : Migration des neurones du pont chez les mutants Slit/Robo KO

Schémas d’une vue latérale d’un tronc cérébral d’embryon de souris. Le méme phénotype
de défaut de guidage est observé chez les embryons déficients pour les génes Slit1-3 ;
Robo1-2 ; et Phox2b. La premiére phase de migration n’est pas affectée. En revanche, lors
de la deuxieme phase de migration certains neurones pontiques sortent du courant de
migration et migrent prématurément vers la plaque du plancher.

(D’apres Geisen et al., 2008)
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2.2.5 Role des fragments protéolytiques de Slit

Deux fragments sont donc issus du clivage de Slit2: un fragment N-terminal et un
fragment C-terminal. Ces deux fragments ainsi que la protéine entiere sont présents
dans le milieu extracellulaire (Brose et al., 1999; Li et al., 1999; Wang et al., 1999c).
La plupart des effets induits par Slit2 ont été attribués au fragment N-terminal ou a
la protéine entiere qui sont les seuls a se lier aux récepteurs Robo1/2 (Chen et al.,
2001; Nguyen-Ba-Charvet et al., 2001a; Wang et al., 1999c). Le fragment N-terminal
et la protéine entiére sont capables de repousser les axones et les neurones (Chen
et al., 2001; Nguyen-Ba-Charvet et al., 2001a; Wang et al., 1999c). Le fragment N-
terminal est aussi capable d’induire la ramification des axones des ganglions
rachidiens tandis que la protéine entiére antagonise cette activité. La fonction trés
étudiée du fragment N-terminal contraste avec le réle méconnu du fragment C-
terminal. En effet, 'absence du fragment C-terminal n’empéche en rien la liaison de
Slit avec ses récepteurs et ne semble pas perturber pas son activité répulsive in
vitro (Chen et al., 2001; Nguyen-Ba-Charvet et al., 2001b). Une étude récente a pu
finalement mettre en évidence le réle du fragment C-terminal. Ce dernier aurait pour
récepteur PlexinA1, présent a la surface des axones commissuraux et agirait, tout
comme le fragment N-terminal, comme une molécule répulsive (Delloye-Bourgeois
et al., 2014). Le mutant PlexinA1 reproduit les défauts de guidage dans la moelle
épiniere observés chez les triples mutants Slit7-3. Rappelons que les doubles
mutants Robo1/2 ne reproduisaient pas ces phénotypes.

Le fragment C-terminal de Slit2 est aussi capable de se lier aux dystroglycanes, une
protéine de la matrice extracellulaire. Cette interaction est nécessaire a la
localisation des protéines Slit a la plaque du plancher (Wright et al., 2012). Tres
récemment, une fonction majeure de Slit2-C a été mise en évidence dans le tissu
adipeux brun. Ce fragment est produit par les adipocytes afin d’induire la
thermogenese adaptative (Svensson et al., 2016). Le récepteur de Slit2-C dans ce
systéme n’a pas encoreété identifié, mais par contre les auteurs ont montré que la

voie de signalisation AMPc/PKA est activée (Svensson et al., 2016).
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2.2.6 Robo3 un outil génétique dans I’étude des commissures cérébrales

Le récepteur Robo3 fait partie de la famille des Robo mais se différencie de ces
derniers sur plus d’un point. Structurellement, le premier domaine cytoplasmique
conservé (CCO) est absent de ce récepteur (Yuan et al., 1999). De plus, Robo3 est
exprimé uniquement dans le SNC (Barber et al., 2009; Jen et al., 2004; Long et al.,
2004; Marillat et al., 2004). Il a été initialement proposé que le récepteur Robo3 liait
les Slits (Sabatier et al., 2004), mais, des données plus récentes montrent que ce
n‘est pas le cas chez les mammiféres car des acides aminés dans le domaine
Ig1requis pour la fixation de Slit2 sont absent chez Robo3 (Zelina et al., 2014). En
effet, Robo3 jouerait plutot un réle dans I'attraction par interaction avec le récepteur
DCC (Zelina et al., 2014). Robo3 est exprimé de facon tres transitoire dans les
axones pré-commissuraux de la moelle épiniere et du tronc cérébral en
développement. Chez ’homme, le syndrome de paralysie du regard horizontal avec
scoliose progressive (HGPPS) est causé par une mutation du gene ROBO3 (Bosley
et al., 2005; Jen et al., 2004). Les patients atteints présentent des voies sensorielles
et motrices décroisées, mais n’ont pourtant pas d’autres défauts visibles autres
gu’une scoliose et une paralysie des mouvements oculaires conjugués horizontaux.
lls ne présentent pas de déficit neurologique ni de troubles moteurs. Chez les souris
déficientes pour le géne Robo3, les commissures sont complétement absentes dans
la moelle épiniére et le tronc cérébral central soulignant le role clé de ce récepteur
dans le croisement de la ligne médiane par les axones commissuraux (Marillat et al.,
2004; Sabatier et al., 2004). Les axones, arrivent néanmoins a trouver leur cible,
mais du coété ipsilatéral (Marillat et al., 2004). Une étude menée dans notre
laboratoire a montré qu’il était possible, par manipulation génétique du gene Robo3
de supprimer des commissures dans des systémes spécifiques (Renier et al., 2010).
Ainsi, Robo3 peut étre utilisé comme outil afin d’étudier le développement et le role

des commissures cérébrales dans un systeme donné.
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Abstract

The inferior olive and pontine nuclei in the ventral hindbrain contain neurons
projecting to the cerebellum. During development these neurons migrate
tangentially from the dorsal part of the hindbrain to the floor plate. Their axons
cross it but their cell bodies stop their ventral migration upon reaching the midline.
Therefore, precerebellar neurons represent an excellent model to study the
molecular and cellular mechanisms regulating midline crossing. It was previously
shown, that Slit chemorepellents and their receptors Robo1 and Robo2 might
control the migration of precerebellar neurons in a repulsive manner. Here we have
used a conditional knockout strategy in mice to test this hypothesis. First, we show
that the precerebellar neuron migration defects previously described in Robo1/2
and Slit1/2 double knockouts can be recapitulated in the corresponding conditional
lines after germline recombination. Next, we show that the targeted inactivation of
the expression of Robo1/2 receptors in pontine and inferior olivary neurons does
not perturb their migration and that they still stop a the midline, The selective
ablation of the expression of all three Slits in floor plate cells has no effect on
pontine neurons and only inducew the migration of a small subsets of inferior
olivary neurons across the floor plate. Likewise, we show that the expression of
Slits in the facial nucleus is dispensable for pontine neuron migration. Together,
these results show that Robo1/2 receptors act non-cell autonomously in migrating
precerebellar neurons, and that floor plate signals, other than Slits, should exist to

prevent midline crossing.



Introduction

First described in human embryos (His, 1891) the rhombic lip, a germinative
neuropithelium lining the dorsal edge of the fourth ventricle in the hindbrain, is the source
of inferior olivary (10) neurons and pontine (PN) neurons that both migrate ventrally and
tangentially, parallel to the pial surface, to the ventral midline or floor plate (Essick, 1907,
1912; Harkmark, 1954; Altman and Bayer, 1987). IO and PN contain precerebellar
neurons which send their axons into the cerebellar cortex and contact Purkinje cells and
granule cells respectively. All IO neurons, and a majority of the PN neurons project to the
contralateral cerebellum and during their tangential migration they exhibit a unipolar
morphology with a long leading process at the front (Bourrat and Sotelo, 1988; Kawauchi
et al., 2006; Watanabe and Murakami, 2009; Zelina et al., 2014). The leading process of
IO and PN neurons transform into an axon after crossing the floor plate but their cell body
do not cross the midline to the exception of a small subset of early born PN neurons
(Kawauchi et al., 2006). Insights onto the cellular and molecular mechanisms controlling
the tangential migration of precerebellar neurons towards the midline have come from the
phenotypic analysis of knockout mice. The current model suggests that precerebellar
neuron guidance primarily relies on the same secreted guidance cues, netrin-1 and slits
that control midline crossing of dorsal spinal cord commissural axons (Chédotal, 2011;
Sotelo and Chédotal, 2013). In Netrin-1 hypomorphs, IO neurons do not form a well
defined nucleus and most stop at ectopic positions along the lateral sides of the medulla
(Bloch-Gallego et al., 1999; Marcos et al., 2009). This is also the case in mice deficient for
deleted in colorectal carcinoma (Dcc), a transmembrane receptor mediating netrin-1
attraction (Marcos et al., 2009). Likewise, Netrin-1/Dcc signaling controls the ventral
migration of PN neurons which remain in the dorsal hindbrain in both Netrin-1 and Dcc

knockouts (Yee et al., 1999; Marcos et al., 2009; Zelina et al., 2014). The abnormal dorsal



expression of netrin-1 in Ezh2 histone methyltransferase knockouts, induces a premature
ventral migration on a subset of PN neurons (Di Meglio et al., 2013). Slit chemorepellents
and their cognate receptors, Roundabout 1 (Robo1) and Robo2 are also thought to
influence the migration of precerebellar neurons. In both Slit1;Slit2 and Robo1;Robo2
double knockout mice and, a significant fraction of IO neurons cross the floor plate (Di
Meglio et al., 2008). PN neurons first migrate anteriorly across several rhombomeres and
above the facial nucleus, before initiating a ventral turn (Geisen et al., 2008). In mice
deficient for Robo1 and Robo2 or Slit1 and Slit2, chains of PN neurons prematurely leave
the main migratory stream during the first phase and move directly to the midline (Geisen
et al., 2008). These defects are phenocopied in mutant mice lacking a facial nucleus
(Geisen et al., 2008). These observations together with the strong expression of Slit2 and
Slit3 in the facial nucleus, suggested that Slits released by the facial nucleus force PN
neurons to migrate anteriorly to more rostral level before they can turn ventrally (Geisen et
al., 2008).

Therefore a balance between netrin-1 attraction and slit repulsion seems to be at play
during precerebellar neuron migration. Accordingly, the results from in vitro migration
assays suggested that Slit antagonize the attractive response of 10 neurons to netrin-1
(Causeret et al., 2002). A third Robo receptor, Robo3 is expressed by precebellar neurons
until their leading processes cross the floor plate (Marillat et al., 2004; Zelina et al., 2014).
In Robo3 knockout (Marillat et al., 2004; Zelina et al., 2014) and in humans carrying
mutations in ROBO3 (Jen et al., 2004), PN neurons are unable to reach the ventral
midline. 10 neurons migrate to the floor plate but their axon fail to cross it and project
ipsilaterally (Marillat et al., 2004). Robo3 does not bind Slits in mammals and form a
complex with Dcc which promotes PN neuron midline attraction (Zelina et al., 2014). In the

case of IO neurons, a partial rescue of the olivary commissure in Robo1/2/3 triple knockout



suggests that Robo3 might counteract Slit/Robo repulsion as proposed for spinal cord
commissural axons (Sabatier et al., 2004; Di Meglio et al., 2008; Jaworski et al., 2010).
Importantly, except for Robo3, the genetic data supporting the actual models come from
phenotypic analysis of full knockouts in which slits and Robo1/2 are inactivated in all cells.
These molecules are broadly expressed throughout the body and the development of
many neuronal systems and organs is severely impaired in Slit1;Slit2 and Robo1;Robo2
knockouts (Ypsilanti et al., 2010). Therefore, direct genetic evidence validating the current
working model could only be provided by a conditional knockout approach. Using this
strategy, we show here the Slit/Robo signaling acts on precerebellar neurons in a non-cell

autonomous manner.

Material and Methods

Mouse Strains and Genotyping

Slit1/Slit2(Plump et al., 2002), Slit3 (Yuan et al., 2003), Robo1 (Long et al., 2004), Robo2
(Grieshammer et al., 2004), Robo3lox (Renier et al., 2010), RoboZ2lox (Gibson et al., 2014)
and Slit2lox (Rama et al., 2015) knockouts and Shh:Cre (Harfe et al., 2004), Wnt1:Cre
(Danielian et al., 1998), Krox20:Cre (Voiculescu et al., 2000), Ptf1a:Cre (Kawaguchi et al.,
2002), Phox2b:Cre (Pattyn et al., 2000) TauGFP (Hippenmeyer et al., 2005), lines were
previously described and genotyped by PCR. Wild-type mice were from the C57BL6
background (Janvier France). Compound mutants were obtained by intercrossing the
various lines. The day of the vaginal plug was counted as E0.5 and the day of the birth as
postnatal day 0 (PO). Embryos were collected and transferred to ice-cold PBS 1X
(Invitrogen). From E16 to PO the nervous system was dissected and fixed by immersion in
4% paraformaldehyde (PFA; Merck) overnight at 4 C. Adult mice were anesthetized with

ketamine (100 mg/ml) and xylazine (10 mg/ml) and perfused using 4% paraformaldehyde



in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. Samples were kept at 4 CinPBS 1X until use. All animal
procedures were carried out in accordance to institutional guide- lines (UPMC and

INSERM). Mice of either sex were used.

Immunohistochemistry on brain sections

Embryos and adult brains were cryoprotected in 10% sucrose (in 0.1 M phosphate buffer)
for cryostat sectioning. Cryostat sections (20 um thick) were blocked in PBS containing
0.2% gelatin and 0.25% Triton X-100 and incubated overnight at room temperature with
primary antibodies against goat anti- Robo3 (1:300, R&D), rabbit anti-Barhl1 (1:500,
Sigma), goat anti-ChAT (1:100 Millipore), goat anti-DCC (1:500, Santa Cruz), rabbit anti-
Foxp2 (1:1000, Abcam), chicken anti GFP (1:800, Abcam), goat anti-Robo1 (1:500, R&D
System), goat anti-Tag-1 (1:1000, R&D System), rabbit anti-Islet1 (1:500, Abcam). The
following secondary antibodies were used: bovine anti-goat and donkey anti-rabbit,
coupled to CY3 or CY5 (1:600, Jackson Laboratories), donkey anti-chicken coupled to
Alexa Fluor 488 (1:600, Invitrogen), donkey anti-rabbit coupled to Alexa Fluor 647 (1:600,
Invitrogen). Sections counterstained with Hoechst 33258 (10 mg/ml, Sigma) were
examined with a fluorescent microscope (DM6000, Leica) coupled to a CoolSnapHQ
camera (Roper Scientific), a Nanozoomer (Hamamatsu) or an upright confocal microscope

(Olympus FV1000).

Dil Tracing

The 4% PFA—fixed PO animals were injected into the cerebellum with small crystals of Dil
(Molecular Probes) using glass micropipettes. Injected brains were kept at 37°C for 3
weeks. Brains were cut in 100-uym sections with a vibratome (Leica), counterstained with

Hoechst and imaged by an upright confocal microscope (Olympus FVV1000).



In situ hybridization.

Antisense riboprobes were labeled with DIG (digoxigenin-11-UTP, Roche) as described
previously (Marillat et al., 2002) by in vitro transcription of cDNA encoding Slit2 exon
8(Rama et al., 2015). In situ hybridization was performed as described previously (Marillat

et al., 2002) and imaged with a Nanozoomer slide scanner (Hamamatsu)

Whole-Mount Immunostaining

The procedure was similar for single and multiple labeling. Samples were first incubated at
RT on a rotating shaker in a solution (PBSGT) of PBS 1X contain- ing 0.2% gelatin
(Prolabo), 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and 0.01% thimerosal (Sigma-Aldrich) for 3
hr (E12), 24 hr (E13-E18 and PO0). Samples were next transferred to PBSGT containing
the primary antibodies (same references and dilutions than brain sections) and placed at
37 C°, with rotation at 100 rpm, for 3 days (E12), 1 week (E13-E18 and PO0). This was
followed by six washes of 30 min in PBSGT at RT. Next, samples were incubated in
secondary antibodies (same references and dilutions than brain sections) diluted in
PBSGT overnight at 37 C°. After six washes of 30 min in PBSGT at RT, samples were

stored at 4 C in PBS until clearing (Belle et al., 2014).

Tissue Clearing

We used the 3DISCO clearing procedure (Erturk et al., 2011) and slightly adapted it to our
samples (Belle et al., 2014). Samples were first dehydrated in a graded series (50%, 80%,
and 100%) of tetrahydroflurane (THF; anhydrous, containing 250 ppm butylated hydroxyto-

luene inhibitor, Sigma-Aldrich) diluted in H20, during 1hr for each step. This was followed



by a delipidation step of 20 min in dichloromethane (DCM; Sigma-Aldrich). Finally,

samples were cleared overnight in dibenzylether (DBE; Sigma-Aldrich).

3D Imaging and Image Processing

3D imaging was primarily performed with an ultramicroscope (LaVision BioTec) using
ImspectorPro software (LaVision BioTec) or with an upright confocal microscope (Olympus
FV1000).

Images 3D volume were generated using Imaris x64 software (version 7.6.1, Bitplane).
Stack images were first converted to imaris file (.ims) using ImarisFileConverter. File size
was next reduced to 8 bits. 3D reconstruction of the sample was performed using “volume
rendering” (Imaris). The sample could be optically sliced in any angle using the
“orthoslicer” or “obliqueslicer” tools. Air bubbles and crystals that might form at the
surface of the samples could be eliminated using the “surface” tool by creating a mask
around the each volume. 3D pictures and movies were generated using the “snapshot”
and “animation” tools. Finally, images were cropped and, if required, their brightness was

adjusted evenly using Photoshop CS4 (Adobe).

Results

To study the role of Slits and Robo receptors in the migration of IO and PN neurons, we
used and combined existing knockout lines, including Slit2 (Rama et al., 2015) and Robo2
(Gibson et al., 2014) conditional knockouts (Slit2""- and Robo2""; see methods). Siit2"*
mice were crossed to Slit1 (Plump et al., 2002) and Slit3 (Yuan et al., 2003) full knockouts

and Robo2"" mice were intercrossed with Robo1 knockout (Gibson et al., 2014).



Non-cell autonomous control of pontine neuron migration by Robo1/2 receptors
To validate our strategy, and assess the role of Robo1/2 receptors in precerebellar neuron
migration, we first crossed Robo1”;Robo2"" with the Krox20:Cre line which expresses

Cre recombinase in the germline (Voiculescu et al., 2000). The resulting homozygous

mutants will be referred to as Robo1'/';Robo2A/ A. Cre is also expressed in Rhombomere 3

and 5 which do not contain PN neuron progenitors (Di Meglio et al.,, 2013). It was
previously shown that the lateral olfactory tract (LOT) which contains axons projecting from
the lateral olfactory bulb to the pyriform cortex is defasciculated in Robo1/2 double
knockouts (Fouquet et al., 2007). In those mutants, severe axon pathfinding defects were
also described for the fasciculus retroflexus (FR) which connect the medial habenula to the
interpeduncular nucleus (Belle et al., 2014). To visualize those tracts in the various lines,
we performed whole-mount immunolabelling with antibodies against transient associated
glycoprotein-1 (Tag1/contactin 2) which label LOT and FR axons (Wolfer et al., 1994; Belle
et al., 2014). The analysis of axonal tract development in immuno-labeled samples was
facilitated by the use of the 3DISCO tissue clearing technique combined to light-sheet
microscopy (Belle et al., 2014). In E16 and PO control brains from wild type (n=3), Robo1*"
;Robo2"" (n=2), Robo1™;Robo2"* (n=2), Robo1”;Robo™" (n=4) mice, Tag-1+ LOT axons
form one axon bundle extending on each side of the ventral forebrain (Figure 1 and not
shown). In Robo1”;Robo2” (n=4) mice, the LOT was defasciculated and some axons

extend more medially than in controls (Figure 1C). This was also the case in Robo1”

:Robo2® mice (Figure 1E; n=7). As shown before in Robo1”;Robo2”- knockouts(Plachez

et al., 2008), midline crossing was abnormal at the optic chiasm of Robo1'/';Rob02A/A mice

mutants (Figure 1F). In wild type (n=2), Robo1"";Robo2"" (n=2), Robo1*";Robo2"* (n=2),



FR axons zigzag at the floor plate upon reaching it (Figure 1G). In - Robo1”;Robo™* (n=4)

midline crossing was perturbed and some axons stay at the floor plate (Figure 11). In

Robo1”:Robo2” (n=3) and Robo1”:Robo2”’3. (n=3) mice, FR axon crossing was more

strongly affected and most axons stayed on the ipsilateral side (Figure 1H, J; Belle et al.,

2014). These results show that Robo?”;Robo2”’4 mice phenocopy Robo1”:Robo2”

double knockouts. To study PN neuron migration, whole-mount double immunostaining for
Robo3 and the transcription factor Barhl1 (Zelina et al., 2014) was performed on whole
E16 embryos. This was also followed by 3DISCO clearing and LSM (Figure 1K; see
methods).. In E16 wild type (n=2), Robo1";Robo2" (n=2), Robo1*";Robo2"* (n=2),
Robo1”;Robo"* (n=4) embryos (Figure 2A, C and not shown) PN neurons form a compact
stream migrating rostrally and then ventrally to the floor plate. They strongly express
Barhl1 and Robo3. At this stage, Robo3 is also expressed in the FR which terminates in
the interpeduncular nucleus, rostral to the PN. As previously described (Geisen et al.,
2008), PN migration was severely perturbed in Robo?1”;Robo2” (n:3) embryos, and
multiple chains of Barhl1/Robo3+ neurons deviated from the normal pathway to
prematurely migrate towards the floor plate. However, in Robo1”;Robo2” mutants as in
controls, Barhl1+ PN neurons aggregated on both sides of floor plate without penetrating

it, while their axons labeled with Robo3 crossed it. PN migration defects were strikingly

similar in Robo1”:Robo2”’* embryos (Figure 2D: n=3), further validating the Robo2“*

conditional knockout line. To determine if Robo1/Robo2 act cell autonomously in migrating

2" ‘mice and Wnt1:Cre mice which is

PN neurons, we next intercrossed Robo1”;Robo
known to drive the expression of Cre recombinase in PN neuron precursors in addition to

other hindbrain neurons and neural crest cell derivatives (Rodriguez and Dymecki, 2000;

10



Nichols and Bruce, 2006; Di Meglio et al., 2013; Zelina et al., 2014). In Wnht1:Cre E16
embryos (n=3) and Wnt1:Cre;Robo1"";Robo2"* (n=1) embryos, all Robo3+/Barhl1+ PN
neurons migrated to the floor plate as in wild type embryos, but the shape of the PN
nucleus appeared slightly reduced and some FR axons failed to cross the midline (Figure
3A, B). Surprisingly, the migration of PN neurons was not affected in Whnt1:Cre;Robo1”
;Robo2"" (n= 6) embryos in which all neurons followed the anterior extramural stream and
no evidence of a premature migration to the ventral midline was found (Figure 3D). By
contrast, all PN neurons failed to reach the midline in Wnt1:Cre;Robo3"* embryos (Figure
3D; n=3) thereby confirming that the Wnt1:Cre line efficiently recombines floxed allele in
PN neuron precursors. These data, show that Robo1/Robo2 do not control the migration

on PN neurons in a cell-autonomous manner.

Floor plate-derived Slits do not influence PN neuron migration

To study the influence of floor plate-derived Slits on the migration of PN neurons, we next
generated Shh:Cre;Slit1”;Slit2°":Sljt3” (hereafter referred to as Shh:Cre;S17;S2"*:S3"
). The viability of Shh:Cre;S17;S2"* mice was comparable to controls but Shh:Cre;S1”
;S2M:337 mice died shortly after birth. In Shh:Cre mice, Cre recombinase and the reporter
green fluorescent protein (GFP) are inserted in the Sonic hedgehog locus and are
expressed in the floor plate (Harfe et al., 2004; Joksimovic et al., 2009) as seen in E11
spinal cord sections (Figure 4A). We first wanted to confirm that this line recapitulated the
axon guidance defects previously described in S/i1/2/3 triple knockouts (Long et al., 2004).
In situ hybridization on E12 spinal cord sections with a riboprobe specific for Slit2 exon 8
(floxed in Slit2°* mice) showed that Slit2 expression was selectively ablated in the floor

2L/L

plate but not in motorneurons in Shh:Cre;S17°;S embryos (n=4; Figure 4B). To visualize

spinal cord commissural axons we performed immunolabeling of S717;S2:S3” and

11



Shh:Cre;S17:S2"%:S3” E12 embryos with antibodies against Robo3, Dcc and Robo1
(Jaworski et al., 2010). As previously described in Slit1/2/3 conventional triple knockout
embryos(Long et al., 2004), Robo3 immunostaining showed that midline crossing in the
spinal cord of S717:S2"%:S3” embryos (n=1) was similar to controls (Figure 4C), further
pointing to the redundant activity of Slit1-3 at the floor plate. In Shh:Cre;S17;S2"*:S3" (n=
2) Robo3+ commissural axons reached the midline but crossing was perturbed, the
commissure was thicker and axons seemed to project toward the ventricular zone (Figure
4D) . LSM imaging confirmed that the density of commissural axons was increased at the
floor plate. Similar observations were made using anti-DCc antibodies, which also
confirmed the enlargement of the ventral commissure in Shh:Cre;S17;S2"*:S3” embryos
(n=2) compared to S77;S2"%:S3” embryos (n=1; Figure 4E, F). The best evidence for
abnormal midline crossing came from Robo1 immunolabeling. As previously shown in wild
type embryos (Long et al.,, 2004), Robo1 was only expressed on post-crossing
commissural axons that had started to grew longitudinally and Robo1 staining was absent
at the floor plate (Figure 4E). By contrast, Robo1 positive axons were present in the floor
plate of Shh:Cre;S17;S2":S3” (n=2) embryos (Figure 4F). These results validate the floor
plate specific deletion of the three Slits in our mutant and also the importance of floor
plate-derived Slits for spinal cord commissural axon guidance.

To further validate our strategy, we next analyzed the consequence of germline
recombination of exon 8 in to S17;S2:S3” mice (see methods). So far the phenotype of
Slit1/2/3 triple knockouts had just been analyzed in the spinal cord (in only 3 embryos;
Long et al., 2004), due to the difficulties of generating triple homozygous conventional
knockouts (S/it2” mice are not viable and Slit3” mice die in a few weeks of heart defects).
We first focused on the LOT and FR projections as they are known to be affected in

Slit1;Sli2 null mice (Nguyen-Ba-Charvet et al., 2002; Belle et al., 2014). In wild type (n=3),
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S17 (n=1), S17:S2"* (n=2) PO mice and E16 embryos, the LOT was confined to the lateral
part of the forebrain as shown with anti-Tag-1 labeling (Figure 5A and not shown). In S7”
:S27 double knockouts (n=1), the LOT was defasciculated and bundles of axons invaded a

more medial domain of the ventral forebrain (Figure 5B). Similar LOT guidance defects

were also seen in S17:52"2:53" embryos (n=3; Figure 5C). At the level of the FR,

midline crossing defects found in S77:S2” double knockouts (n=1) but not in S77,S3”

(n=1) and S717;S2"*:S3” embryos (n=3; Figure 5D, E). We found that the FR completely

failed to cross the floor plate in S1'/';S2A/ A;SB'/' embryos (n=2; Figure 5F). These results

confirm that axon guidance defects observed after germline deletion of exon 8 in Slit2"*

mice faithfully mimic what was previously found in conventional Slit2 knockouts.

We next studied the migration of PN neurons in Slit conditional knockouts using Robo3
and Barhl1 immunolabeling, clearing and LSM. PN neurons migrated as in wild type in
S1*:82* (n=2), S17:S3” (n=1); S17;S3"" (n=1); S1” (n=1) and in S17;S2"*:S3” E16
embryos (n=3; Figure 5G and not shown). As previously described(Geisen et al., 2008),
PN neuron migration was disorganized in S17:82” embryos (n=1; Figure 5H), in which a
significant fraction of neurons directly migrated from the rhombic lip to the floor plate. The
severity of the PN migration defects did not seem to be exacerbated in S77;S2”; S3” E16
embryos (n=1; Figure 5I). No migration defect were found in Krox20:Cre;S17;S2"*:S3"
E16 embryos (n=2 Figure 5J) indicating that ablating the expression of all Slits in

rhombomeres 3 and 5 did not have any effect on PN neurons pathfinding. By contrast, a

major disorganization of the PN migratory stream was seen in both S1'/';82A/A;83+/' (n=5)

and S17:52"4:S3" mutants (n=3 Figure 5K, L) with multiple chains of Barhl1+/Robo3+

neurons migrating ventrally, straight to the midline. As in Robo mutants, ectopic PN
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neurons still clustered on both sides of the floor plate. As noted before (Geisen et al.,
2008), the PN migration defects were asymmetric in all mutants.

To determine if the floor plate is an important source of Slits for migrating PN, we next
studied the hindbrain commissures and PN migration in Shh:Cre;S17;S2"*:S3” mutants.
GFP immunostaining confirmed that as in the spinal cord, GFP is expressed by floor plate
in the hindbrain of Shh:Cre embryos (Figure 6A). In situ hybridization for Slit2 exon 8
showed that Slit2 mRNA was deleted from the floor plate in Shh:Cre;S17:S2%:S3” (n=1)
and Shh:Cre;S17:S2"" (n=2) but that Slit2 expression in the facial nuclei was similar to S7°
7:32:S3" embryos (n=3). To study hindbrain commissures, we first, performed
immunostaining for Dcc which showed that the thickness of hindbrain commissures was
increased at the floor plate in Shh:Cre;S17;S2"*:S3” (n=3; Figure 6C). As in the spinal
cord, commissural axon midline crossing defects were best seen after Robo1
immunostaining. LSM on 3DISCO-cleared E12 hindbrains showed that Robo1 labels
longitudinal axons along the floor plate in S17;S2*:S3” embryos (n=3), whereas aberrant
crossing of Robo1+ axons was observed in Shh:Cre;S17:S2"*:S3” mutants (n=3; Figure
6D). Confocal imaging of hindbrain sections also showed this abnormal accumulation of
Robo1+ axons at the floor plate of Shh:Cre;S17;S2*:S3” embryos (n=2; Figure 6D).
Strikingly, we could not detect any PN migration defects in Shh:Cre;S17;S2*:S3" (n=4)
or Shh:Cre;S17;S2":S3” (n=4) mutants and the shape and size of the PN migratory
stream were comparable to Shh:Cre;S17;S2"*:S3” controls: Shh:cre,S1":S2"* (n=3),
S1*:82"* (n=2), S17:S3” (n=1); S17:S3" (n=1); S1” (n=1) and in S17;S2"*;S3" (n=3)
(Figure 6E). The abnormal midline crossing of FR axons in these embryos (Figure 6F)
confirmed that Slit2 was efficiently inactivated in Shh:Cre;S17:S2"*:S3” mice and the lack
of PN migration defects reveals that floor plate-derived Slits do not play an important role

in PN neuron migration.
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Neurons in the facial nucleus express Slit2 and Slit3 (Geisen et al., 2008) and it was
proposed that this is a main source of chemorepellents for PN neurons, during their
longitudinal migration along the antero-posterior axis of the hindbrain. To test this
hypothesis, we generated Phox2b:Cre;S17:S2"* and Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3” mice.
Phox2b is a transcription factor that controls the specification of visceral and branchial
motor neurons including those of the facial nucleus (Pattyn et al., 2000). The expression of
Cre recombinase in embryonic facial neurons was first validated by crossing Phox2b:Cre

and Tau™®

mice which express a membrane-tethered GFP in axons in presence of Cre
(Hippenmeyer et al., 2005) (Figure 7A). In situ hybridization with a Slit2 exon 8 probe on
E12 Phox2b:Cre;S17;S2* (n=2) and Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3” mutants (n=1) showed
that unlike in S77;S2"% embryos (n=2), Slit2 expression was prevented in the facial
nucleus but maintained in the floor plate (Figure 7B). The lack of Slit2 did not appear to
perturb the development of the facial nucleus which in Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3” mutants
(n=2) had a position and morphology similar to S77;S2"* embryos (n=2). Next we
analyzed the migration of PN neurons using Barhl1/Robo3 double immunolabeling and
LSM. We could not detect any PN migration defects in S717:S2“%:S3” (n=3),
Phox2b:Cre;S17:S2"* (n=2) and Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3” (n=2) embryos (Figure D-F).
These results show that PN neuron migrate normally in absence of Slit2 and Slit3 in the
facial nucleus.

To determine if the simultaneous inactivation of Slit1-3 at the level of the floor plate and
facial nucleus could perturb PN neuron migration, we generated E16
Shh:Cre;Phox2b:Cre;S1";S2"*:S3” (both Cre lines can be distinguished by PCR using
specific primers). Interestingly, a few streams of ectopic and prematurely migrating PN

neurons were found in Shh:Cre;Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3"" embryos (n=3; Figure 7G).

These ectopic migratory chains and clusters of PN neurons were more numerous in
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Shh:Cre;Phox2b:Cre;S17;S2":S3” embryos (n=1; Figure 7H). Confocal imaging of the
ectopic PN clusters close to the midline showed that some axons crossed the midline but
other seemed to grow within the floor plate (Figure 71, J). Although PN migratory defects
were seen in mice simultaneously depleted of Slits in the floor plate and facial nucleus, the

phenotype was much milder than after an ubiquitous inactivation of all Slits.

Revisiting the role of Slit/Robo signaling in 10 development

Previous studies showed that the 10 nucleus, does not develop properly in Robo1/Robo2
and Slit1/Slit2 double knockouts (Di Meglio et al., 2008; Geisen et al., 2008). To study the
IO nucleus in Slit and Robo conditional knockouts, we primarily used whole-mount
immunostaining for Foxp2, a marker of all 10 neurons (Fujita and Sugihara, 2012).
Hindbrains were then cleared with 3DISCO and imaged by LSM, thereby revealing the 3D
organization of the 10 (Figure 8A, B). The IO nuclei are adjacent to the floor plate and
comprise several subnuclei organized in a lamellated pattern (Azizi and Woodward, 1987)
(Figure 8B). LSM confirmed that at PO, the 3D structure of the |0 was comparable to wild
type in Robo1™;Robo2"" PO mice (n=2) (Figure 8C), but that in Robo1”;Robo2” double

knockouts (n=3), the shape of the |0 was elongated and more compact (Figure 8D). This

was also the case in Robo1”:Robo2”2 mice (n=3; Figure 8E) further validating the

conditional knockouts. The circumferential migration of the 10 neurons starts around E11
and finishes by E14-E15 in the mouse (Di Meglio et al., 2008), but the lamellation process
is only completed around birth . Optical sectioning with Imaris (see methods) of the 10 on
E12-E14 embryos, was used to visualize migrating 10 neurons (Figure 8F). This showed
that in Wild type Foxp2+ IO neurons stop at the midline, whereas in in Robo1”;Robo2”
double knockouts, a fraction of IO neurons migrate into the floor plate (n=1). As previously

shown (Di Meglio et al., 2008), unilateral Dil injection into the cerebellum, results in
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bilateral retrograde labeling of 10 neurons (Figure 8G), unlike in wild type where labeled
neurons are only found 10 contralateral to the side of the injection (Di Meglio et al., 2008).
To assess the cell-autonomous function of Robo1/2 receptors in 10 neuron migration, we
crossed the Robo1”;Robo2"" mice to the Pft1a:Cre line. Ptf1a is a transcription factor
expressed by 10 progenitors and the Piffa:Cre line was already shown to drive Cre
expression in 10 neurons (Renier et al., 2010; Badura et al., 2013). Pft1a:Cre;Robo1”
;Robo2"" mice were fully viable and did not exibit any obvious motor deficits unlike other
IO mutants (Renier et al.,, 2010; Badura et al., 2013). The shape of the 10 at PO was
similar to controls (n=1; Figure 8H) and only ION neurons on the contralateral side were
labeled using Dil tracing (n=5; Figure 8H). Cryostat sections of P15 hindbrain stained with
Foxp2 antibodies confirmed that the lamellation of the 10 nucleus was normal in
Pft1a:Cre;Robo1”;Robo2"" mice (n=2). These data suggest that the migration of 10
neurons does not rely on Robo1/Robo2 receptors.

We next analyzed the role of Slit ligands and in particular from the floor plate. LSM in
cleared embryos immunolabeled for Foxp2 confirmed that the shape of the 10 nucleus is
abnormal in S77:S2” double knockouts (n=1; Figure 9; Di Meglio et al., 2008) with a

latero-medial compaction similar to Robo1/2 knockouts. This was also the case in S17
:5244:33" embryos (n=3) but not in S17S2“:S3" (n=5), S17:S2"* (n=3), S17:S3"

(n=2), S17° (n=1) embryos (Figure 9B, C). The 10 was also disorganized in Shh:Cre;S1”
;82837 (n=2) and Shh:Cre;S17;S2"" embryos (n=3) but not like in Robo1/Robo2
double mutants. The overall shape was similar to controls, but gaps devoided of Foxp2 10
neurons could be seen both in 3D and on sections (Figure 9D). We next performed
retrograde tracing with Dil (Figure 9E). In S17:S2"* (n=2) and S717:S2"%:S3" (n=2)
embryos Dil labeled 10 neurons were restricted to the contralateral side (Figure 9E).

However, Dil labeled neurons were also observed on the ipsilateral 10 of Shh:Cre;S1”
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;S2M:33" embryos (n=1) and to a larger extent in Shh:Cre;S17:S2"*:S3” embryos (n=2),

suggesting that some neurons might have crossed the floor plate. Accordingly, Foxp2+IO

neurons were observed in the floor plate of S17:52Y4:83% (n=3) and S17:82Y2:53"

(n=1) E13 embryos, as well ad in E14 Shh:Cre;S17;S2"*:S3"" (n=1) and Shh:Cre;S1”
;S2M-337 (n=3) embryos but not in S17;S2** embryos (n=1) and S77;S2"*:S3” (n=1)

24 was still

(Figure 9F). The abnormal morphology of the IO complex in Shh:Cre;S1”;S
observed in P25 animals (n=1) (Figure 9G) indicating that lamellation defects are not

corrected after birth.

Discussion

Robo receptors were discovered in Drosophila for their role in the control of commissural
axon guidance in the nerve cord (Seeger et al., 1993; Kidd et al., 1998). It was later found
that they bind Slit and trigger a repulsive signal (Kidd et al., 1999). This function of Slits
and Robos in the regulation of midline crossing seems to be conserved throughout
evolution from worm to humans (Brose et al., 1999; Zallen et al., 1999; Fricke et al., 2001;
Jen et al., 2004). In rodents, genetic evidence supporting a repulsive activity of Slit/Robo
signaling for commissural axons has been obtained in various neuronal systems through
the phenotypic analysis of Slit and Robo knockout mice (Bagri et al., 2002; Shu et al.,
2003; Long et al., 2004; Fouquet et al., 2007; Lopez-Bendito et al., 2007; Jaworski et al.,
2010). In the spinal cord, commissural axons accumulate at the floor plate in Robo1/2
double knockouts and Slit1/2/3 triple knockouts (Long et al., 2004; Jaworski et al., 2010)
and this is also the case for axons of the fasciculus retroflexus (Belle et al., 2014). In the
cortex, callosal axons fail to cross the midline in Slit and Robo knockouts (Shu et al., 2003;

Lépez-Bendito et al., 2007; Conway et al., 2011; Unni et al., 2012). Slit/Robo repulsion
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also prevents longitudinal axons from crossing the midline in the forebrain and hindbrain
(Fouquet et al., 2007; Farmer et al., 2008).

To one exception (Belle et al., 2014), all these in vivo data were obtained in classic Slit
and Robo knockoust in which the genes were inactivated in all cells. Slits and Robo
knockouts show many developmental defects outside the CNS, for instance in the kidney
(Grieshammer et al., 2004), heart (Mommersteeg et al., 2013, 2015) and vasculature
(Rama et al., 2015). This suggests that some of the defects observed in the knockout CNS
could be related to abnormal function of non-neuronal cells which could secondarily alter
axon outgrowth and cell migration. Previous work on Retinoblastoma (RB) showed that the
development of the CNS was severely perturbed in RB knockout embryos, including
massive apoptosis and precerebellar neuron migration defects (Jacks et al., 1992; Lee et
al., 1992). Interestingly, later experiments using chimera and conditional knockouts
showed that these anomalies were caused by abnormal placenta development leading to
hypoxia (MacPherson et al., 2003)(Maandag et al., 1994). This precedent underlines the
importance of performing cell specific inactivation of broadly expressed genes.

We could not find any developmental defects in mice lacking Robo1/2 receptors in PN
neurons or |O neurons. The PN migration pathway is similar to controls, without premature
ventral turning and both PN and 10 neurons stop at the floor plate. This suggests that the
defects previously seen in the classic Slit and Robo knockouts are secondary and related
to abnormal development of other systems. In Drosophila, Robo receptors are not
expressed at the surface of commissural axons until they have cross the midline (Kidd et
al., 1998) and in mouse embryos, Robo1/2 proteins were also detected on post-crossing
axons (Tamada et al., 2008; Jaworski et al., 2010). Therefore, the absence of PN
migration defect could be expected if PN neurons don’t express Robo1/2 protein during

their migration to the midline. Likewise, there is no evidence supporting an expression of
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Robo1/2 proteins by IO neurons (Di Meglio et al., 2008) and we show here that 10 neurons
stop at the midline and project contralaterally in Ptf1a:Cre;Robo1”;Robo2°"** mice.
Therefore, Robo1/2 receptors do not control the migration of PN and IO neurons and the
previously described defects are most likely non-cell autonomous. It will now be important
to extend this work to other systems, such as the optic nerve and spinal cord to assess
Robo1/2 function in commissural axon guidance.

Interestingly, our results show that the targeted deletion of all three Slits in the floor plate
induces midline crossing defects in the spinal cord. As previously found (Long et al.,
2004), the three Sllts act redundantly and need to be simultaneously inactivated to perturb
midline crossing. At the level of the hindbrain, we show that the lack of Slits at the floor
plate alters FR axon crossing but does not have consequences on the migration of PN
neurons. Although a small fraction of 10 neurons cross a floor plate lacking all Slits, in this
case as well the defects are rather limited and could also be due to the disruption of other
axonal tracts. It was previously proposed that Slit2/3 released from the facial nucleux,
forces PN neurons to migrate rostrally until they can initiate a ventral turn. However, the
selective deletion of all Slits from the facial nucleus does not modify the trajectory of PN
neurons. The simultaneous inactivation of Slit1-3 in the floor plate and facial nucleus is
accompanied by the appearance of a few ectopic chains of PN neurons but in a much
more limited manner than in Slit1-3 triple mutants. This again suggests that the PN
migration defects in Slit knockouts could be related to an abnormal development of other
neuronal systems or that there are additional sources of Slit proteins along the PN
migratory stream.

Interestingly, PN and IO defects in Slit conditional knockouts do not phenocopy those
found in Robo Knockouts. This suggests that Slits might act on precebellar neurons

through other receptors. Slits are cleaved by an unknown protease, into a long N-terminal
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fragment (Slit-N) and a short C-terminal fragment (Slit-C). Recent studies have show that
Slit2-C binds to Plexin-A1(Delloye-Bourgeois et al., 2014) and Dystroglycan (Wright et al.,
2012). In the spinal cord, the floor plate secretes semaphorins and cell adhesion
molecules (CAMs), which are also involved in the control of midline crossing. For instance,
the gain in responsiveness of commissural axons to semaphorin 3B repulsion after midline
crossing (Nawabi et al., 2010) is stimulated by a soluble form of the Neural cell adhesion
molecule (NrCAM). Although precerebellar neurons express at least some components of
the receptor complex for semaphorins, such as neuropilin2 (Chen et al., 1997), PlexinD1,
PlexinA2 (Gesemann et al., 2001)(Vilz et al., 2005) and also several CAMs (Backer et al.,
2002) the function of these molecules in the control of precerebellar neuronal migration is
unknown. For instance, NrCAM is expressed by migrating IO neurons (not by PN neurons)
but the 10O is normal in NrCAM KO (Backer et al., 2002).

Alpha-dystroglycan (a-DG) is a transmembrane protein linking the extracellular matrix to
the actin cytoskeleton (Yurchenco and Wadsworth, 2004). A-DG is expressed by PN
neurons (Ohtsuka-Tsurumi et al., 2004) suggesting that it A-DG could regulate the
interaction between PN neurons and the basal lamina. Several enzymes such as Large,
POMT1/POMT2, POMGnNT1 and fukutin act to modify and glycosylate a-DG; they are often
mutated in human patients with congenital muscular dystrophy. Interestingly, many of
these patients also present pontine heterotopia (Saito et al., 2003) and, in addition, the
pontine nucleus is hypoplastic and ectopic in Large mutant mice (Litwack et al., 2006; Qu
et al., 2006). By contrast, the 10 and the LRN/ECN nuclei develop normally in Large
mutants(Litwack et al., 2006). A-DG also interacts with several ECM proteins containing a
so-called Laminin G module that is found in Slits(Yurchenco and Wadsworth, 2004).
Therefore, the abnormal glycosylation of a-DG in Large mutants could alter the distribution

of axon guidance molecules such as Slits and thereby perturb the migration of PN
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neurons. Accordingly, In Large mutants, PN neurons fail to turn ventrally and project
ipsilaterally (Smith et al., 2005). How PN neurons migrate normally in a-DG KO is
unknown (Satz et al., 2008).

It was shown that in PCN explants, Slit can silence Netrin1 attraction as is the case in
spinal cord commissural axons. In addition, floor plate explants from Netrin1 KO become
repulsive for PCN neurons, suggesting that Slit repulsion might be abnormally
activated(Marcos et al., 2009). Although In vitro assay have also confirmed that the floor
plate acts as a stop signal for migrating precerebellar neurons(de Diego et al., 2002), our

results that other repellent than Slits are involved.
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Legends

Figure 1.

Robo1”:Robo2”/4 mice phenocopy Robo1”;Robo2” knockouts.

(A-E) LSM images (ventral views) of the forebrain after Tag-1 immunostaining and

3DISCO clearing . In controls (A, B, D, F), the LOT forms a single fascicle whereas in
Robo1”;Robo2” (C) and Robo1”:Robo2” (E) mice, the LOT is defasciculated
(arrowheads) and closer to the midline. (F) illustrates the optic nerve crossing defects at
the chiasm in Robo1'/';Robo2A/ A mutants. G-J, LSM images of the FR decussation at the
level of the interpeduncular nucleus. FR axons cross multiple times the floor plate in
Robo1";Robo2" embryos (G) but not in In Robo1”;Robo2” (H) and Robo1”:Robo2”

(J) mutants. Note the disorganization of the optic chiasm (Ch) in mutants. K, lateral and
ventral LSM views of 3DISCO cleared E16 brains immunostained for Robo3 (red) and
Barhl1 (green). The right panel is a view in the direction of the arrowhead (left panel) after

the region above the dashed line has been removed using Imaris.
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Abbreviations: AC, anterior commissure; aems, anterior extramural stream; Ce,
cerebellum; Co, colliculus; Cx, Cortex, FR, fasciculus retroflexus; Ha, habenula; OB:

olfactory bulb; LRN, lateral reticular nucleus, PN, pons; RL, rhombic lip.

Figure 2.

PN neurons migrate prematurely to the midline in Robo1'/';Rob02A/A mice.

All panels are LSM images of 3DISCO-cleared E16 embryo hindbrains immuno-labeled
with anti Barhl1 and Robo3 antibodies. (A) Ventral views (top panel) and lateral views of a
Robo1*";Robo2"" embryo illustrating the normal migration pathway followed by PN
neurons from the rhombic lip to the floor plate (dashed line). (B) Many PN neurons migrate

prematurely to the midline in Robo7”;Robo2” double knockout. (C, D) no migration

defects were seen in Robo1”:Robo2“" embryos (C) but Robo?”;Robo2”* embryos

phenocopied Robo?”;Robo2” mutants. Abbreviations: FR, fasciculus retroflexus.

Figure 3.

2'* knockouts.

PN neurons migrate normally in Wnt1:Cre; Robo1”;Robo
All panels are LSM images of 3DISCO-cleared E16 embryo hindbrains immune-labeled
with anti Barhl1 and Robo3 antibodies. (A, B) illustrate the normal migration pathway
followed by PN neurons in Wnt1:Cre (A) and Wnt1:Cre; Robo1"";Robo2"* (B) embryos

Wnt1:Cre; Robo1”;Robo2"* embryos. However, FR axon do not properly cross the floor
plate (arrowheads). (C) PN migration is normal in Wnt1:Cre; Robo1”;Robo2"* embryo. FR

axons fail to cross the midline. (D) PN neurons leave the rhombic lip but fail to turn

ventrally in a in Wnt1:Cre;Robo3"* embryo.

33



Figure 4

(A)  coronal sections of E11 Shh:Cre spinal cord immunolabeled for GFP (right panel) or
Dcc and GFP (left panel ). GFP is restricted to the floor plate crossed by Dcc+
commissural axons. (B) spinal cord section of E12 S17:S2“%:S3” and Shh:Cre;S1”
;S2:S37  embryos hybridized with a Slit2exon8 riboprobe. In S17;S2:S37, Slit2 is
expressed at the floor plate (arrowhead) and in motor neurons (MN). In Shh:Cre;S1”
;S2M-337 | Slit2 is not detected in the floor plate (arrowhead) but is still expressed in MN.
The two insets on the right side are high magnification pictures of the floor plate in both
mice. (C, D) Robo3 immunolabeling on E12 spinal cord sections (left panels; confocal
imaging) or on whole—mount spinal cord cleared with 3DISCO (right panels; LSM). Note
the accumulation of Robo3+ axons at the floor plate (arrowheads in D) in Shh:Cre;S1”
;S2:S37 embryos compared to S717;S2':S3” embryo. The two longitudinal domains
(arrowhead in C) with weaker Robo3 expression in S17;S2*:S3” spinal cord are not seen
in Shh:Cre;S17:S2*:S3”" mutant. (E, F) confocal images of spinal cord sections from E12
embryos immunolabeled for Dcc (left panels) and Robo1 (right panels). The ventral
commissure labeled by Dcc is enlarged in Shh:Cre;S17°;S2":S3” mutant (F) compared to
S17:82"+:83” (E). In S17;S2"":S3” embryo, Robo1+ axons are not found in the floor

plate (arrowhead in E) unlike in Shh:Cre;S17;S2":S3” mutant (arrowhead in F).

Figure 5
Abnormal PN migration in Slit1/2/3 triple knockouts.
(A-F) LSM images (ventral views) of the brain of PO and E16 mice after Tag-1

immunostaining and 3DISCO clearing . In S17:S2*% (A) the LOT is similar to controls,

whereas in S17:52% (B) and S17:5272:83"" (C) embryos, LOT axons are defasciculated

and project medially. (D-F), are LSM images of the FR decussation at the level of the
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interpeduncular nucleus illustrating the FR axon midline crossing defects seen in S17:S2”

and S17:52*2:S3" mutant embryos. (G-L) All panels are LSM images of ventral views of

3DISCO-cleared E16 embryo hindbrains immuno-labeled with anti Barhl1 and Robo3

antibodies. PN migration is normal in S77;S2* ;S3” (G) and Krox20:Cre;S17;S2"* :S3"

(J) embryos. By contrast, in S17:82 (H), S17:82” ;83" (I), S17:52”4:53" (K) and S1™

;S2A/A;83'/' (L) mutants, multiple chains of PN neurons migrate directly from the rhombic

lip to the floor plate where they for ectopic clusters (arrowheads).

Figure 6

Normal PN migration in Shh:Cre;S17;S2"*;S3” mutants.

(A) coronal section of an E12 Shh:Cre embryo immunolabeled for Dcc and GFP. GFP is
found at the floor plate crossed by Dcc+ commissural axons. (B) In situ hybridization with a
Slit2 exon 8 probe on E12 coronal sections at the level of the facial nucleus of S717°
;S2M-S3" (left) and Shh:Cre;S17;S2"":S3” (right) embryos. Note the absence of Slit2
expression in the floor plate of Shh:Cre;S17;S2"*:S3” embryo (arrowhead). Slit2
expression in facial motor neurons (MN) is not affected. (C) confocal images of E12
hindbrain commissures labeled with anti-Dcc. The commissure is enlarged in Shh:Cre;S1”
;S2:337 (bottom panel) compared to S77;S2"4:S3”. (D) LSM (left panels) and confocal
(right panels) images of S717;S2"*:S3" (upper panels) and Shh:Cre;S17;S2"*:S3” (lower
panels) embryos immunolabeled for Robo1. In Shh:Cre;S17;S2";S3” mutants Robo1+
axons abnormally enter the midline (arrowheads). (E, F) (A-F) LSM images (ventral views)
of the hindbrain of E16 mice after Barhl1/Robo3 immunostaining and 3DISCO clearing. PN

neuron migration is similat in Shh:Cre;S1*;S2"*:S3"~ control and in Shh:Cre;S1”
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;S2M-S3" or Shh:Cre;S17:S2"+:S3” mutants (E). By contrast, severe FR axons midline

crossing defects are seen in in Shh:Cre;S17;S2"*:S3" or Shh:Cre;S17;S2"*:S3” mutants

(F).

Figure 7.

PN migration in absence of Slit expression in the facial nucleus.

(A) is a coronal section at the level of the facial nucleus in a Shh:Cre; Tau™®™" E15 embryo
immunolabeled for GFP and Alcam (a marker of motor neuron and floor plate (Weiner et
al., 2004). GFP is highly expressed by facial motor neurons (VII). (B) In situ hybridization
with a Slit2 exon 8 probe on E12 coronal sections at the level of the facial nucleus of S17
;S2'* (left) and Phox2b:Cre;S17;S2:S3” (right) embryos. Slit2 mRNA is present at the
floor plate (arrowheads) in both cases, but absent from from facial nucleus (VII) in
Phox2b:Cre;S1”:S2"*:S3” mutants. (C) coronal sections at the level of the facial nucleus
of E12 S17:S2"* (left) and Phox2b:Cre;S17;S2":S3” (right) embryos immunolabeled for
the two motor neurons markers ChAT and islet1. The facial nucleus (VII) is similar in both
mice. (D-H) LSM images (ventral views) of the hindbrain of E16 embryos labeled with
Barhl1 and Robo3 antibodies, followed by 3DISCO clearing. The migration pathway
followed by PN neurons was similar to controls in S17;S2“%:S3” (D), Phox2b:Cre;S1”
;S2"* (E) and Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3” (F) mutants. A few small streams of PN neurons
(arrowheads) migrate prematurely to the midline in Shh:Cre;Phox2b:Cre;S17;S2"*:S3*"
(G) and Shh:Cre;Phox2b:Cre;S17;S2*:S3"" (H) mutants. (I, J) confocal images of the
ectopic PN neurons (arrowheads). Note that some Robo3+ PN axons turn and extend

along the floor plate (arrows).

Figure 8.
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Robo1/2 receptors do not control cell-autonomously midline crossing of IO neurons
(A) Ventral view of a wild type PO (?) brain after whole mount immunolabeling for Foxp2,
3DISCO clearing and LSM. The IO nucleus (10, arrowhead) strongly expresses Foxp2. (B)
the left panel is a high magnification LSM image of a ventral 3D view of the IO at PO after
Foxp2 staining. On the right, to optical sections of the 10 nucleus are shown, illustrating

the lamellation of the 10. (C-E) LSM 3D views of the 10 in Robo1*";Robo2*" (C), Robo1”

:Robo2™ (D), and Robo1”;Robo2”? (E) mice. The morphology of the IO is abnormal in

mice deficient for Robo1 and Robo2, and the nucleus is more compact. (F) are optical
coronal sections through the 10 of wild type (left) or Robo1'/';Robo2'/'(right) E13 embryos
labeled with Foxp2. In Robo1”;Robo2” mutants some FoxP2 10 neurons enter the floor
plate (arrowheads). (G) coronal section of the 10 of a Robo1”;Robo2” mutants unilaterally
injected with Dil in the cerebellum. Retrogradely traced |0 neurons are found on the
contralateral side (contra) but also on the ipsilateral side (ipsi, arrowhead). (H) normal
development of the 10 in Ptf1a:Cre;Robo1”;Robo2""- mutants. The left panel is a 3D LSM
view of the 10 labeled with anti-FoxP2. Note the absence of compaction of the nucleus.
The right panels are coronal sections of the olive of a Dil-injected PO mouse. All Dil
labeled neurons are on the side contralateral to the injection. (l) coronal sections of the 10
labeled with Foxp2 in P25 mice. The morphology and lamellation of the 10 nucleus are
similar in Robo1”;Robo2"" and in Ptf1a:Cre;Robo1”;Robo2"" mice.

Scale bars

Figure 9.
Slits control the development of the 10 nucleus.
(A-D) 3D LSM view of the 10 nucleus (top panels) and optical sections through the 10

(lower panels) of PO hindbrains immunolabeled for Foxp2 and cleared with 3DISCO. In S1-
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/-:S2-/- (A) and), S17:52%4:53" (C) mutants the IO is abnormal and more compact than

wild type (see Figure 8). 10 morphology is normal in S717:S2“%:S3"" (B) mice. (D)
Shh:Cre;S17;S2*:S3” mutant, the morphology of the 10 is also perturbed, and “holes”
can bee seen laterally (arrowheads). (E) coronal section of the IO of PO Slit mutants
unilaterally injected with Dil in the cerebellum. In S717;S2* and S17;S2":S3" mice, all
retrogadelly neurons are on the contralateral side as in wild type. A few Dil labeled 10
neurons are found in the ipsilateral 10 of Shh:Cre;S17;S2"*:S3" mutant (arrowhead). This
is also the case in Shh:Cre;S17;S2";S3” mutant in which a larger fraction of ispilaterally
projecting 10 neurons is found (arrowhead). (F) coronal sections at the level of the 10 of
E12?7; E13 and E14 embryos labeled with Foxp2. In S17:82H embryo, 10 neurons stop at
the midline, whereas in all the other mutants, Foxp2+ IO neurons enter the floor plate
(arrowheads). (G) coronal sections of the IO of P25 mice immunolabeled for Foxp2. The
morphology of the 10 is perturbed in Shh:Cre;S17;S2** mutant compared to S77;S2"*

mice. The 10 is more compact and lamellation is abnormal.
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Abstract

Netrin-1 is an evolutionary conserved secreted extracellular matrix
protein discovered using genetic and biochemical screens for its role in
axon guidance at the central nervous system (CNS) midline'?. Netrin-1
is expressed by cells localized at CNS midline, such as the floor plate in

vertebrate embryos '3

. Growth cone turning assays and 3D gel
diffusion assays showed that Netrin-1 can attract commissural axons®*
®. Loss-of-function experiments further demonstrated that commissural
axon extension to the midline is severely impaired in absence of Netrin-
137, Together these data support a model in which commissural axons
are attracted by a netrin-1 gradient diffusing from the midline. Here we
selectively ablated Netrin-1 expression in floor plate cells using a
Netrin-1 conditional mouse line. We found that hindbrain and spinal
cord commissural axons develop normally in absence of floor plate-
derived netrin-1. Furthermore we show that Netrin-1 is highly expressed
by cells in the ventricular zone which release it at the pial surface.
Netrin-1 is transported ventrally by commissural axons expressing its
receptor deleted in colorectal carcinoma (Dcc). Last, Netrin-1 deletion
from the ventricular zone phenocopies commissural axon guidance

defects previously described in Netrin-1 knockout mice. These results

suggest that Netrin-1 primarily acts as a short-range guidance cue.



In developing vertebrates, Netrin-1 expression is the highest at the floor
plate, but it is also known to be present in cells adjacent to it (Fig. 1)*%. In
situ hybridization showed that in the hindbrain and spinal cord of embryonic
day 11 (E11) and E13 mouse embryos, Netrin-1 mRNA was highly
expressed in the floor plate and in the ventricular zone of the basal plate
(Fig.1a; Supplementary Figs 1 and 2). Netrin-1 immunostaining further
showed that netrin-1 protein was not only present at the floor plate (labeled
by anti-Alcam/BEN/SC1 antibodies) but also on commissural axons, at the
pial surface of the dorsal hindbrain and in the ventricular zone (Fig.1b;
Supplementary Figs 1 and 2). We could confirm the presence of netrin-1 in
the ventricular zone (VZ) using a Netrin-1 hypomorph mouse mutant in which
netrin-1 is fused to 3-galactosidase (l3-gal) and trapped into endosomes (Fig.
1c). In Netrin1* embryos, puncta immunopositive for both Netrin-1 and R-gal
were found in the floor plate and VZ. Commissural axons were also netrin-1-
immunoreactive (due to the wild type allele) although their cell bodies did not
express R-gal (Fig. 1c; n=2). The specificity of the netrin-1 axonal-
immunolabelling was confirmed by its absence in Netrin1” embryos (Fig.
1d; n=3) in which netrin-1 immunoreactivity was restricted to 3-gal-positive
endosomes. The existence of a ventricular source of netrin-1 was confirmed
using double immunostaining for netrin-1 and nestin, a marker of neuronal
progenitors. At E10.5, radial processes extending from the ventricle to the
pial surface were strongly immunoreactive for netrin-1 and nestin. Netrin-1
appeared to accumulate at the basal lamina (Fig. 1e and Supplementary

Fig. 1f; n=1). At E13, netrin-1 protein was still enriched at the pial surface



and in radial glia endfeet (Fig. 1f; n>5). This suggests that netrin-1 could be
released by neuronal progenitors at the surface of the hindbrain and spinal
cord and captured by commissural axons. These results also indicate that
netrin-1 might influence commissural axons independently of the floor plate.

To date, in vivo evidence supporting a key role for floor-plate-derived netrin-1
in mouse commissural axon guidance come from the phenotypic analysis of

% in which netrin-1 was

netrin-1 hypomorphs’ or of Netrin-1 null embryos®"
inactivated in all cells. To determine what is the main source of netrin-1 for
commissural axons we generated a netrin-1 conditional mouse line (Netrin-
1*%) and crossed it to three mouse lines expressing Cre recombinase
ubiquitously, only in the floor plate or in all cells except the floor plate (see

methods). When Cre recombinase was expressed in the germline, netrin-1

A4 null

was ubiquitously deleted in the resulting homozygous (Netrin-1

embryos. Accordingly, no netrin-1 mRNA was detectable in the hindbrain and

spinal cord of Netrin-1%4 embryos by in situ hybridization (Fig. 1g and not

shown; n=1/1) although the residual expression of netrin-1 mRNA Netrin-1"

hypomorphs could be detected (Supplementary Fig. 2c-e). Likewise, netrin-

1 immunolabelling was fully abrogated in Netrin-144 embryos (Fig. 1h; n=4),

further validating the specificity of netrin-1 protein expression pattern in
control embryos. This result supports a transport of netrin-1 along
commissural axons. Previous studies in drosophila embryo showed that the
Dcc receptor homolog Frazzled is expressed on commissural axons and
captures netrin-1 to present it to longitudinal axons''. The presence of netrin-

1 protein on mouse neuronal progenitors and commissural axons suggested



that they could also accumulate netrin-1 in a Dcc-dependent manner. We
performed Dcc immunostaining (Fig.1i-k; n=5) on E11 and E13 embryos and
found that Dcc was highly expressed by commissural axons as previously
reported but also by neuronal progenitors and their radial processes in the
hindbrain and spinal cord. In the E13 cerebellar plate (Fig. 1i, j), 3 hour pulse
labeling with EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) and immunostaining for the
stem cell marker Sox2, confirmed that Dcc was highly expressed by neuronal
progenitors (Fig. 1j; n=1). No Dcc staining was detected on sections from

t'? embryos (Fig. 1k; n=4). Strikingly, on Dcc” hindbrain

Dcc” knockou
sections, netrin-1 expression on Robo3-immunoreactive commissural axons
was strongly decreased although it could still be detected at the pial surface
and in the floor plate (Fig. 11 and not shown; n=3). Together, these data
suggest that Netrin-1 bound to Dcc is transported anterogradely along
commissural axons.

Next, we analyzed the consequence of a floor plate-specific deletion of
netrin-1 expression on the development of commissural axons. As done
previously'®, we used a line expressing Cre recombinase under the control of
the sonic hedgehog (Shh) promoter (see methods). In the spinal cord and
hindbrain of Shh:Cre:Netrin-1"* E11 and E13 embryos, netrin-1 protein was
absent from the floor plate (Fig. 2a,b and Supplementary Fig. S2a, b, n=3)
but a robust expression was still observed on commissural axons, ventricular
zone and pial surface as well as on neuronal progenitor processes and
endfeet (Fig. 2a-c and Supplementary Fig. S2a, b; n=3). The efficiency of

netrin-1 ablation from the floor plate was confirmed by in situ hybridization

(Fig.2d n=3 and Supplementary Fig. S2f; n=4). We also confirmed that



green fluorescent protein (GFP) was expressed in the floor plate but not in
the vz in Shh:Cre embryos (Fig. 2e; n=3). To visualize commissural axons
trajectory, in Shh:Cre:Netrin-1-"* embryos we performed immunostaining for
Robo3, Dcc' and Robo1 which is expressed by post-crossing commissural
axons'®. As previously described, a severe reduction of the number of Robo3
and Dcc immunopositive axons crossing the midline was observed in
hindbrain and spinal cord sections from E11 and E13 Netrin-1" embryos
compared to controls (Shh:Cre;Netrin1"*; Netrin-1*" or wild type; Fig. 2f, g;
n=3, and Supplementary Fig. 2g,h; data not shown). The very low number

of crossing axons was confirmed by the reduction of the Robo1 staining. As

described before®, the phenotype was even more severe in Netrin-144

embryos in which midline crossing was almost completely abrogated (Fig. 2h
and Supplementary Fig. 2i). Remarkably, midline crossing did not appear to
be perturbed in Shh:Cre;Netrin1-*; embryos, neither in the hindbrain, nor in
the spinal cord (Fig. 2i and Supplementary Fig. 2j) . These results suggest
that commissural axons cross the midline normally in absence of Netrin-1 at
the floor plate.

To further confirm that floor plate-derived netrin-1 is dispensable for
commissural axon guidance, we crossed Netrin-1-" mice to diverse lines
known to express Cre recombinase in the hindbrain (data not shown and
methods) and performed in situ hybridization for Netrin-1. We found that in

Foxg1:cre;Netrin-1-"

embryos, the expression of netrin-1 mRNA could not be
detected in the hindbrain VZ, although it was still highly expressed in the floor
plate (Fig. 3a, b; n=2). Accordingly, netrin-1 protein was almost absent from

commissural axons and the pial surface of the hindbrain of E11 and E13



Foxg1:cre;Netrin-1-* embryos (Fig. 3a, b and Supplementary Fig. S3a;
n=2). Interestingly, Netrin-1 immunoreactivity was still present at the level of
the floor plate and its immediate vicinity, suggesting that it does not diffuse

tdtomato

far away from the floor plate. The use of a Rosa reporter line confirmed
that Foxg1:cre drives expression of the recombinase in most of the hindbrain
cells but in only a few floor plate cells (Supplementary Fig. S3c; n=1). The
analysis of hindbrain commissures with Robo3, Dcc and Robo1 showed that
they were strongly reduced in Foxg1:cre;Netrin-1“* embryos  which
phenocopy crossing defects found Netrin-1 null embryos (Fig. 3c; n=1). As
Netrin-1 expression in the ventricular zone of the spinal cord was normal in

Foxg1:cre;Netrin-1-*

embryos we could not determine if the VZ is also the
primary source of Netrin-1 at this level (Supplementary Fig. S3d, e; n=1).
To further validate that Netrin-1 from the VZ is required for commissural
neuron development, we studied the development of the inferior olivary
nucleus (ION), whose neurons migrate tangentially under the pial surface
from the rhombic lip in the dorsal hindbrain to the floor plate. It was
previously shown that their ventral migration is strongly perturbed in Netrin1”

16

embryos . ION neurons were visualized using immunostaining for the

transcription factor Foxp2'’. At E13, Foxp2 migrating ION neurons have
started to reach the floor plate in wild type mice and the nucleus has its

characteristic golf club shape (Fig. 3d). By contrast, in Netrin-1"

A/A

(Supplementary Fig.S3f; n=5) and Netrin-1""~ embryos (Fig. 3d; n=1) only a

few ION neurons can reach the midline and most either fail to migrate

ventrally or migrate inside the hindbrain (Fig.3d). Similar migration defects

1L/L

were found in Foxg1:cre;Netrin-1~-embryos but the ION migrated normally in



Shh:cre;Netrin-1"- embryos (Fig. 3d; n=1). This confirms that Netrin-1 from
the VZ and not from the floor plate is required for the development of
hindbrain commissural systems.

Netrin-1 is an extracellular matrix protein with a structure close to laminins*'®
and it binds to integrins'®. These biochemical properties questioned the
ability of Netrin-1 to act as a long-range guidance cue and in Drosophila
netrin-1 mutant, the expression of a membrane-tethered netrin-1 in midline
glia rescues midline crossing®. Accordingly, it was also shown that netrin-1
attachment to a substrate is required for axon extension and guidance?’. We
show here that netrin-1 is produced by neuronal progenitors in the hindbrain
and spinal cord and that it is enriched in the basal lamina at the pial surface.
We also show that Netrin-1 only diffuses at a short distance from the floor
plate. This suggests that Netrin-1 most likely acts as a short-range cue in the
basal lamina. This is reminiscent of the mechanism by which Slit2 and
Collagen |V interact at the pial surface of the zebrafish tectum to guide retinal
ganglion cell axons?2. Netrin-1 could be a key component of the ECM that
could distribute or organize other guidance cues. Accordingly, netrin-1 was
shown to bind Slit2%°.

We also show that commissural axons expressing DCC bind to Netrin-1 and
might transport it anterogradely, Although we don’t know the underlying
mechanism, this could create a Netrin-1-rich circumferential pathway that
could help guiding commissural axons towards the midline. It will also be
important to determine if like in Drosophila', Dcc presents netrin-1 to other

receptors and if other netrin-1 receptors , such as neogenin which is highly



expressed by neuronal progenitors®*, could also capture and transport netrin-
1.

At the end of the XIX™ century, Ramon y Cajal proposed that floor plate cells
secrete chemoattractants for spinal cord commissural axons?’, and their
existence was confirmed in the eighties using collagen gel cultures®®. Netrin-
1, was then purified from chick brain, shown to be expressed by floor plate
and to attract commissural axons in vitro'*. Our results suggest that Netrin-1
might not be the main floor plate attractant. Other diffusible proteins, such as
Sonic hedgehog and vascular endothelial growth factor are secreted by floor
plate cells and contribute to commissural axon attraction®”?, but in the light

of our results it will be important to search for additional attractants.

METHODS SUMMARY

Netrin-1", Dcc'® knockouts were previously described and genotyped by
PCR. The day of the vaginal plug was counted as embryonic day 0.5 (E0.5).
Full details of sample acquisition, molecular and biochemical procedures,

and animal studies are provided in Supplementary Information.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Netrin-1 is expressed by ventricular zone progenitors.

Coronal cryostat sections of the hindbrain of E10.5, E11 and E13 embryos.

a, In wild type, Netrin-1 mRNA is expressed in the floor plate (Fp) and in the
ventricular zone (vz). b, Netrin-1 immunostaining shows that netrin-1 is
expressed at the floor plate (asterisk) but also on commissural axons
(arrowheads). ¢, d, netrin-1/R-gal expression in Netrin1™ (c) and Netrin1” (d)
embryos. In Netrin1™", both the endosomal-trapped Netrin-1 (yellow puncta) in
vz and Fp and the wild type netrin-1 (red) localized on axons (arrowheads) are
seen, whereas in Netrin1”~ mutant only the Netrin-1-R-gal fusion protein is seen
in the vz and Fp. e, f, at E10.5 (e) and E13 (f), Netrin-1 is highly expressed in

Nestin+ radial processes of neuronal progenitors and at the pial surface. g, h,

A/A

Netrin-1 mRNA and protein are not expressed in Netrin-1""~ embryos. The floor

plate still expresses Alcam (green). i, in the ventral hindbrain, Dcc is expressed
by commissural axons and vz cell processes (arrowheads). j, this is also the
case in the cerebellar plate where Dcc is found in Sox2+/EdU+ progenitors. Kk,
Dcc is not expressed in Dcc” embryo. I, in Dcc” mutant, there is a strong
reduction of Netrin-1 expression on Robo3+ commissural axons. Scale bars are

100um on each panel.
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Figure 2

Commissural axons develop normally in absence of floor plate-derived
netrin-1.

Coronal cryostat sections of the hindbrain of E13 embryos.

a-c, netrin-1 is not expressed in the floor plate (arrowheads) of
Shh:Cre;Netrin1“* embryos, but it is still present on commissural axons (short
arrows in a). Floor plate cells (arrowheads in b) still express Alcam as in
controls. Nestin+ processes appear normal in Shh:Cre;Netrin1“* embryos (right
panel in a) and express high level of Netrin-1 at the pial surface (c). d, in situ
hybridization with a riboprobe encoding netrin-1 exon3 confirms that netrin-1 is
absent from the floor plate. e, in E11 Shh:Cre hindbrain, GFP is expressed by
floor plate but not in the vz. Commissural axons are immunolabeled for Dcc. f-
h, in wild type hindbrain (f) Robo3+ and Dcc+ commissural axons cross the floor
plate (arrowheads) and Robo1 is expressed on post crossing axons. By

contrast, in Netrin-1"~ mutant (g) midline crossing is strongly reduced

(arrowheads) and this reduction is even more pronounced in Netrin-1%4

embryos (h). In both knockouts, Robo1 is still expressed on the few axons that
cross the midline (arrowheads). i, by contrast, commissures are similar to
control in Shh:Cre;Netrin1*".

Scale bars are 100pm on each panel.
Figure 3

Ventricular zone-derived netrin-1 controls commissural axon guidance.

Coronal cryostat sections of the hindbrain of E13 embryos.
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a, b, unlike in control (a) Netrin-1 mMRNA and protein are not expressed in the
hindbrain vz of Foxg1:Cre;Netrin1~* mutant (b). However netrin-1 is still found in
the floor plate (black arrowheads). Netrin-1 expression on commissural axons is

1L/L

strongly reduced in Foxg1:Cre;Netrin mutant compared to control (white

arrowheads). Note that netrin-1 protein only diffuse at a short distance from the

1L/L

floor plate in Foxg1:Cre;Netrin embryos (white arrows). ¢, commissural

midline crossing is severely perturbed in Foxg1:Cre;Netrin1*

embryos. Most
axons fail to reach the midline (arrow) and only a few cross it (arrowheads). d, in

E13 wild type embryos, Foxp2+ olivary neurons (I0) have started to reach the

A/A

floor plate (arrowhead) which also expresses Foxp2. In Netrin-1 and

Foxg1:Cre;Netrin1-*

embryos, most |10 neurons fail to migrate ventrally. By
contrast, IO migration is normal in Foxg1:Cre;Netrin1“- embryos.

Scale bars are 100pm on each panel.
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FULL METHODS

Mouse strains and genotyping

Netrin-1(Serafini et al., 1996) and DCC(Fazeli et al., 1997) knockout lines were
previously described and genotyped by PCR. The Netrin-1 conditional knockout
line (Genoway, France) was generated by inserting two /oxp sites around the
third exon of the netrin-1 gene. To generate a null-allele of netrin-1, Netrin-1-*
mice were crossed to Krox20:Cre mice which express Cre recombinase in the
male and female germline after sexual maturity(Voiculescu et al., 2000). To
ablate netrin-1 expression in the floor plate we used the Shh:cre line(Harfe et
al., 2004) (Jackson laboratories). In this line, the eGFP reporter was also

inserted in the Shh locus. Last, we crossed Netrin-1-*

mice to Foxg1:Cre mice
(Hébert and Mcconnell, 2000). The Rosa'™™ reporter line (Ai9 line, Jackson
Laboratories) was used to monitor Cre expression(Madisen et al., 2010). All
mice are kept in C57BL/6 background. The day of the vaginal plug was counted
as embryonic day 0.5 (E0.5). Mice were anesthetized with Ketamine (100mg/ml)
and Xylazine (10mg/ml). All animal procedures were carried out in accordance

to institutional guidelines and approved by the UPMC University ethic committee

(Charles Darwin). Embryos of either sex were used.

EdU labelling

Pregnant females were injected i.p. with EdU(10mg/g) and sacrificed three
hours later.

The proliferating cells were visualized after immunohistochemistry using the

Alexa Fluor 647 Click-iT EdU Imaging Kit (Invitrogen).
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In situ hybridization

Antisense riboprobes were labeled with digoxigenin-11-d-UTP (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) as described elsewhere (Marillat et al., 2002), by
in vitro transcription of cDNA encoding mouse Netrin1 (Serafini et al., 1996) or

mouse Netrin exon 3.

Immunohistochemistry

Embryos were fixed by immersion in 4% paraformaldehyde in 0.12 M phosphate
buffer, pH 7.4 (PFA) over night at 4°C. Samples were cryoprotected in a solution
of 10% sucrose in 0.12M phosphate buffer (pH7.2), frozen in isopentane at -
50°C and then cut at 20pm with a cryostat (Leica). Immunohistochemistry was
performed on cryostat sections after blocking in 0.2% gelatin in PBS containing
0.5% Triton-X100 (Sigma). Section were then incubated with the following
primary antibodies: goat anti-human Robo3 (1:250, R&D Systems), goat anti-
DCC (1:500, Santa Cruz), goat anti-Robo1 (1:500, R&D Systems),rat-anti
mouse Netrin1 (1:500, R&D Systems), mouse anti-Nestin-488 (1:1000, Abcam),
goat anti-Foxp2 (1:4000, Santa Cruz), rabbit anti-Foxp2 (1:1000, Abcam), rabbit
anti-Sox2 (1:500, Abcam), rabbit anti-Bgal (1:500, Cappel), goat anti-human
Alcam (1:500, R&D Systems), rabbit anti-GFP (1:500, Life Technologies), rabbit
anti-Dsred (1:500, Clontech).was followed by an overnight incubation in species-
specific secondary antibodies directly conjugated to fluorophores (Cy-5, Cy-3,
Alexa-Fluor from Jackson ImmunoResearch, or from Invitrogen). For Netrin-1
immunostaining, an antibody retrieval treatment was peformed on the sections
before to process them for immunochemistry. The sections were boiled in citrate

buffer (pH 6) during 9 minutes.
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Sections were counterstained with Dapi (1 :1000,Sigma).

Section were scanned with a Nanozoomer (Hamamatsu) and laser scanning
confocal microscope (FV1000, Olympus). Brightness and contrast were

adjusted using Adobe Photoshop.
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Supplementary figure legends

Supplementary Figure 1

Netrin-1 expression in Hindbrain and Spinal Cord

Coronal cryostat sections of the hindbrain of E11 and E13 embryos and spinal
cord of E11 embryos

a, Netrin-1 is present in the floor plate (Alcam positive cells in green) but shows
but also on commissural axons. b, at E13 Netrin-1 is still express in the floor
plate and ventricular zone of the basal plate. ¢, at the same stage Netrin-1 is
distributed in the midline and it is present in the commissural. d, In the spinal
cord Netrin-1 is also express by the fp and the progenitors present in the
ventricular layer. e, as in the hindbrain, Netrin-1 is present in the floor plate,
commissural axons, radial glia and basal lamina. f, At E10.5, radial processes
and commissural axons ( Robo3 positive in green) are immunoreactive for

Netrin-1. Also Netrin-1 its accumulated in the basal lamina. g,h Netrin-1 protein

A/A

is not expressed in Netrin-17"" embryos. The floor plate (g) and the radial glia

(h) are present in the mutant.

Scale bars are 100um on each panel.

Supplementary Figure 2
Floor plate-derived netrin-1 is not necessary for the midline crossing in
hindbrain and spinal cord.

Coronal cryostat sections of the hindbrain and spinal cord of E11 embryos
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a-c, Netrin-1 is not expressed in the spinal cord floor plate (arrowhead in b) of
Shh:Cre;Netrin1-* embryos, but it is still present in the radial glia and it is
accumulated on the pial surface (short arrows in b).c-f. Netrin-1 is still

expressed in the floor plate (arrowhead in b) of Netrin-1" unlike the Netrin-

142 (e) and Shh:Cre;Netrin1“" (f) floor plates where is completely absence. g-i,

at e11 in wild type hindbrain and spinal cord (g) commissural axons cross the
floor plate (Robo3 and Dcc staining for the hindbrain and Dcc labeling for the

spinal cord). In the Netrin-1”" mutant (h) midline crossing is reduced

A/A

(arrowheads) and this phenotype is severe in Netrin-1 embryos (i).

Equivalents phenotypes are present in the spinal cord where the axons invade
the motor column. By contrast, no midline crossing defects are present in
Shh:Cre;Netrin1“*- embryos (j).

Scale bars are 100um on each panel except the high magnifications in (c-f)

where the scale bar are 25 ym:

Supplementary Figure 3

FoxG1cre driver line target the hindbrain but not the spinal cord
ventricular zone.

Coronal cryostat sections of the hindbrain of E11 and E13 embryos and spinal
cord of E11 embryos

a-b, In contrast to the wt, in the Foxg1:cre;Netrin-1L/L hindbrain Netrin-1 is
absent in the ventricular zone( arrowheads in a and b) and in the commissural
pathway (short arrows is a and b).c, FoxG1 transgenic line drives the cre

expression in the hindbrain cells (Dsred+ cells in red) but not in the floor
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plate(arrowheads). Only few floor plate cells are target in some levels of the
hindbrain (short arrow). In green Robo3+ commissural axons. d,e In the
Foxg1:cre;Netrin-1-"* spinal cord the Netrin-1 distribution is unaltered. f, In
Netrin-1"" the Foxp2+ olivary neurons fail to migrate (arrowheads) ventrally and
only few of them are able to reach to the floor plate (arrowheads) .

Scale bars are 100um on each panel.
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Au cours ma thése j’ai étudié I'effet d’une délétion ciblée dans le temps et dans
'espace des molécules de guidage Nétrine-1, Slit1-3 et Robo1-2. J’ai récapitulé
I’ensemble des résultats obtenus au couts des précédentes analyses phénotypiques
des KO conventionnels (Figure30) (Bloch-Gallego et al., 1999; Geisen et al., 2008;
Jaworski et al., 2010; Long et al., 2004; Marcos et al., 2009; Di Meglio et al., 2008;
Serafini et al., 1996; Yee et al., 1999).

1 L’attraction a la ligne médiane

1.1 Quels sont les signaux attirant les axones commissuraux ?

Les expériences de turning assay menées lors de I’étude du mutant hypomorphe de
la Nétrine-1 ont montré que la Netrine-1 n’était pas responsable a elle seule de
I’attraction des axones commissuraux a la plaque du plancher (Serafini et al., 1996).
En effet, les plaques du plancher issues des Nétrine-1 KO sont toujours capables
d’induire un changement de direction des axones commissuraux (Charron et al.,
2003; Serafini et al., 1996). De plus, chez le mutant hypomorphe et le mutant
complet Nétrine-1'* certains axones sont toujours capables de croiser la ligne

médiane. L’ensemble de ces observations sont en faveur de I’existence d’autres
molécules de guidage impliquées dans I'attraction des axones commissuraux a la

plaque du plancher.

1.1.1 Shh, un attractant complémentaire de la Nétrine-1 ?

Le morphogene Sonic Hedgehog (Shh) est exprimé a la plaque du plancher et
diffuse sous forme de gradient (Jessell, 2000b). En plus de son role de
régionalisation du systeme nerveux central, Shh exerce une action attractive sur les
axones en croissance (Charron et al., 2003). L’action de Shh dans le guidage axonal
s’exerce par le récepteur Boc exprimé dans les axones commissuraux lors de leur
croissance vers la ligne médiane (Okada et al., 2006). Pour induire une
transformation morphogénique Shh exerce une action sur la transcription par
’intermédiaire du récepteur Smoothened (Smo) qui active les facteurs de
transcription Gli (voir Dessaud et al. 2008 pour revue). Pendant le guidage axonal,

Shh agit toujours par

89



Systéme Geéne Défauts chez les KO Défauts chez les conditionnelles
Neétrine-1 |- Retard de la croissance axonal Shhcre (plague du plancher):
étrine- .
- Axones perdus Pas de défaut
moelle Slit1-3 Axones bloqués dans la ligne|Shhcre axones incapables de
épiniere meédiane sortir de la ligne médiane
Axones bloqués dans la plaque du
Robo1 B o
Robo? plancher (phénotype moins important
que Slit71-3 KO)
- Cgmplexe atrophié et neurones Shhere - Pas de défaut
ectopiques
- Ero!ectlons presque exclusivement Foxg1cre (zone ventriculaire):
Nétrine-1 lipsilatérales
-Complexe atrophié et neurones
ectopiques.
- Projections: non étudiées
) - Neurones olivaires franchissent la Shhere -
_ 9I_|ve ligne médiane '
inferieure , - Morohologie de I'olive altérée - Neurones olivaires franchissent la
Slit1-3 pholog ligne médiane
- Projections ipsi et contralatérales - Morphologie de I'olive altérée
- Projections ipsi et contralatérales
- Neurones olivaires franchissent la o
. L Ptf1acre (neurone olivaire):
Robo1 ligne mediane
Robo2 - Morphologie de I'olive altérée Pas de défaut
- Projections ipsi et contralatérales
Shhcre : Pas de phénotype
Nétrine-1 Les neurones quittent prématurément Foxgicre : _
eNe=1" Jes 1evres rhombiques Les neurones quittent
prématurément les levres
rhombiques
Mllgratlonl premat'ur(lee, vers la ligne Shhcre : Pas de phénotype
Pont médiane d'une majorité de neurones
Phox2bcre : Pas de phénotype
Slit1-3
Shhcre Phox2bcre: migration
prématurée vers la ligne médiane
d'une minorité de neurones
Robo1  |Migration prématurée vers la ligne |Wnt1cre (neurones pontiques) :
Robo2  |médiane d’une majorité de neurones [Pas de phénotype

Figure 30: Tableau récapitulatif des phénotypes obtenus chez les KO
conditionelles
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I’intermédiaire de Smo mais en agissant cette fois sur le cytosquelette du cone de
croissance par I'intermédiare des kinases Src (Yam et al., 2009). In vitro, une source
de Shh est capable de réorienter les axones commissuraux de la moelle épiniere
mais n’est pas capable de promouvoir leur croissance (Charron et al., 2003). La
délétion conditionnelle de Smo, un médiateur de la voix de signalisation de Shh,
induit une défasciculation des axones qui envahissent la moelle épiniere ventrale
ainsi que des projections ectopiques dans la colonne motrice (Charron et al., 2003).
Cependant, une grande partie des axones est toujours capable d’atteindre la plaque
du plancher et de la traverser (Figure31). Ce méme phénotype est observé chez les
mutants de Boc (Okada et al., 2006). Rappelons que chez I’lhypomorphe de Nétrine-
1 deux défauts majeurs sont observés : les axones commissuraux présentent des
défauts de guidage et des retards de croissance. Chez les mutants conditionnels
Smo, la premiére phase de croissance vers la partie ventrale de la moelle épiniere
n’est pas affectée. Les axones sont capables de croitre normalement vers la moelle
épiniere ventrale. Le phénotype observé chez les mutants conditionnels Smo est
tres différent de celui observé chez les mutants Nétrine-1, une majeur partie des
axones sont toujours capables d’atteindre le plaque du plancher et de la traverser
(Figure 31).

Aucune étude n’a été menée sur les doubles mutants conditionnels Smo/Nétrine-1
ou boc/Nétrine-1. In vitro, I'inhibition conjointe de Nétrine-1 et Shh ne suffit pas a
annuler complétement I'action attractive de la plaque du plancher sur les axones
commissuraux. Cette attraction pourrait étre dle au caractére hypomorphe du
mutant Nétrine-1, ou bien, cela suggere I'implication d’au moins une autre molécule
attractive (Charron et al., 2003; Sloan et al., 2015). En outre, hormis au niveau du
chiasma optique (Fabre et al., 2010) on ne sait pas si Shh est capable d’attirer tous

les axones commissuraux, notamment dans le systéme précérébelleux.

1.1.2 Le Vegf a la plaque du plancher

Le VEGF (facteur de croissance vasculaire endothélial), par I'intermédiaire de son
récepteur FIk1 contrdle la migration des grains du cervelet (Ruiz de Almodovar et al.,
2010). VEGF est aussi exprimé par la plaque du plancher et son récepteur FIk1 par

les axones commissuraux (Ruiz de Almodovar et al., 2011). La délétion spécifique
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Contréle Nétrino-1-

 P—

Whnt1:cre+ ; Smo'™/lx

Hoxa1:cre+ ; Vegf '/

Figure 31: Commissures cérébrales en absence de molécules de guidage a la
plaque du plancher.

Schémas de coupes coronales de moelle épiniére d’embryon de souris. Chez les mutants Nétrine-
1 KO, une majorité des axones commissuraux (rouge) ne parviennent pas a atteindre la plaque du
plancher et présentent de gros défauts de guidage. La délétion conditionnelle de Smo (un
médiateur de la voie de signalisation de Shh) dans les axones commissuraux (Wnt1cre Smo™"*) et
de VEGF dans la plaque du plancher (Hoxalcre+; Vegf ™”°) induit une defasciculation des
axones qui envahissent la moelle épiniere ventrale. Chez les mutants Gli2 KO ou la plaque du
plancher est absente, un phénotype similaire est observé.
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du géne codant pour VEGF de la plaque du plancher par la lignée Hoxal:cre
entraine des défauts de fasciculation des axones commissuraux similaires au
mutant conditionnel Smo mais encore une fois, bien loin des défauts observés chez
le KO Nétrine-1 (Ruiz de Almodovar et al., 2011) (Figure 31). A noter, comme Shh,
VEGF contréle aussi le croisement de la ligne médiane au niveau du chiasma
optique (Erskine et al., 2011), mais on ne sait pas s’il agit sur d’autres populations

d’axons commissuraux.

1.1.3 Quel est le role de la plaque du plancher ?

Chez le mutant Gli2, la plague du plancher et totalement absente et par conséquent,
toutes les molécules de guidage qui y sont normalement exprimées. Cependant,
chez cette souris, une majeure partie des axones commissuraux traversent toujours
la ligne médiane (Matise et al., 1999) (Figure 31). Toutefois, il existe un léger défaut
de fasciculation similaire a celui observé chez les mutants conditionnels Vegf et
Smo (Charron et al., 2003; Ruiz de Almodovar et al., 2011). Il est important de
préciser que chez ce mutant, la Nétrine-1 exprimée dans la zone ventriculaire est
toujours présente. En accord avec nos résultats montrant que la Nétrine-1 exprimée
a la plaque du plancher n’est pas responsable de I'attraction des axones
commissuraux il a été suggéré que la Netrine-1 de la zone ventriculaire jouait un réle
important dans le guidage axonal. Il est utile de souligner que méme en absence
totale de plaque du plancher, les axones commissuraux restent attirés vers la ligne
médiane ventrale. Le role exact que joue la plaque du plancher dans le guidage des
axones commissuraux reste donc a établir. De plus, I'analyse des mutants Robo3
KO a montré que les axones qui ne sont plus capables de croiser la ligne médiane
se projettent sur les bonnes cibles mais du cé6té ipsilatéral (Michalski et al., 2013;
Renier et al., 2010). Il semble donc que la traversée de la ligne médiane ne soit pas

non plus nécessaire a la continuation du programme de guidage.

1.1.4 Un trajet aléatoire des axones ?
Une autre hypothése afin d’expliquer la présence de commissures chez le mutant
Nétrine-1 hypomorphe était qu’une quantité suffisante de Nétrine-1 était toujours

présente due au vecteur de « gene-trap » utilisée pour générer ce mutant (voir
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introduction). En effet, nous avons constaté que la Netrine-1 est toujours détectable
en hybridation in situ. De plus, il est probable qu’une faible quantité de Nétrine-1
soit toujours fonctionnelle et accessible aux axones en développement. Cependant
chez le mutant complet Nétrine1’#, généré par recombinaison homologue, certains
axones, en moindre quantité que chez le mutant hypomorphe, sont toujours
capables de traverser la ligne médiane. Chez ce mutant aucune trace de Nétrine-1
résiduelle n’est détectable, ni en hybridation in situ ni en immunocytochimie. Par
conséquent, ce n'est pas la Nétrine-1 qui guide ces axones résiduels. La présence
d’autres molécules de guidage comme vu précédemment pourrait contribuer a cette
attraction d’une minorité d’axones. Chez le mutant total, nous avons observé que
les axones empruntaient des trajectoires aléatoires : une partie des axones traverse
la ligne médiane dorsale, une autre partie quitte le cerveau par les points de sortie
des axones sensoriels et moteurs, d’autres restent bloqués dans la moelle épiniere
et une derniere partie croise la ligne médiane ventrale (Figure 32). Il se pourrait donc
que cette diversité de trajectoire d’axones en l'absence de nétrine-1 refléte

simplement un trajet aléatoire des axones commissuraux.

1.2 Role de la Nétrine-1 au cours du développement

1.2.1 Role de la Nétrine-1 a la plaque du plancher

La souris Shhcre ;Netrine** ne présente pas de défauts notables de guidage des
axones commissuraux dans la moelle épiniére et le tronc cérébral. L’ensemble des
commissures semblent intactes d’aprés les immunomarquages effectués avec
différents marqueurs des commissures cérébrales ainsi que les tragages rétrogrades
effectués dans le cervelet et la moelle épiniere. La nétrine-1 produite a la plaque du
plancher ne serait donc pas responsable de I'attraction des axones commissuraux
vers la ligne médiane. Quel est alors son role ? Une étude récente a montré que la
Sémaphorine 3B exprimée dans la plaque du plancher serait sécrétée dans le
liquide céphalo-rachidien et controlerait ainsi I'orientation des fuseaux de divisions
des progéniteurs dans la zone ventriculaire de la moelle épiniere (Arbeille et al.,

2015). Les corps cellulaires des progéniteurs sont positionnées adjacent a la zone
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Nétrine-1+/+ Nétrine-1-/-

Figure 32 : Visualisation 3D des commissures cérébrales chez les mutants Nétrine-1-/-
Marquage Robo3 d’une moelle épiniére d’embryon de souris E11, vue dorsale (A), zoom sur la
ligne médiane ventrale (B), zoom sur la ligne médiane dorsale (C). Chez les mutants Nétrine-1-
/- certains axones commissuraux sortent du SNC (fleche) au niveau des points de sortie et
d’entrée des axones moteurs et sensoriels, d’autres parviennent a atteindre et croiser la ligne
médiane ventrale (ligne pointillé). Pour finir, une autre partie croise la ligne médiane dorsale
(ligne de traits discontinus).
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ventriculaire et sont en contacte avec le liquide céphalorachidien. Nous avons pu
voir par immunotransfert que la Nétrine-1 était présente dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR). |l se pourrait donc que la plaque du plancher sécréte de la Nétrine-
1 dans le liquide céphalo-rachidien et qu’elle agisse sur la différentiation des cellules
de la zone ventriculaire ou leur migration radiaire. Le LCR est produit par les plexus
choroides (Davson, 1976) et nous avons pu voir que la Nétrine-1 était exprimée dans
ces structures au cours du développement. Une lignée de souris conditionnelle
permettant de supprimer I’expression de Nétrine-1 dans les plexus choroides nous
permettrait de vérifier cette hypothése et d’en connaitre le réle. Shh est exprimée
dans la plaque du plancher et dans les plexus choroides au cours du
développement (Huang et al., 2009; Nielsen and Dymecki, 2010). La lignée Shh::cre
Nétrine-1"* serait donc intéressante pour tenter d’approfondir nos connaissances

quant au role de la Nétrine-1 dans le liquide céphalo-rachidien.

1.2.2 La Nétrine-1 dans la glie radiaire et la lame basale

1.2.2.1 Expression de la Nétrine1 dans les précurseurs de la glie radiaire

Par immunocytochimie, nous avons mis en évidence deux zones d’expression de
Nétrine-1 jusqu’alors inconnues ou négligées : la glie radiaire et la lame basale
(Figure 33). La glie radiaire joue un rble important dans la mise en place du systéme
nerveux central. Elle présente une morphologie radiaire avec de long prolongements
s’étendant de la zone ventriculaire jusqu’a la lame basale (Figure 10) (Barry and
McDermott, 2005; Misson et al., 1988; Rakic, 1972).

Dans les mutants Foxg1:cre;Netrin1lox, chez lesquels la Nétrine-1 est absente de la
zone ventriculaire dans le tronc cérébral, aucun marquage positif pour la Nétrine-1
n’a été détecté dans la glie radiaire ni dans la lame basale. Inversement, lorsque la
Nétrine-1 est spécifiguement supprimée de la plaque du plancher, la Nétrine-1 est
toujours présente dans la glie radiaire. Il est donc probable que la Nétrine-1 soit
exprimée dans les progéniteurs de la glie radiaire dans la zone ventriculaire et
transportée jusqu’a la lame basale. Il est difficile de savoir si la Nétrine-1 présente
dans la glie radiaire est sécrétée a la surface piale ou bloguée dans cytoplasme.

Cependant, d’aprés nos observations, il semblerait que la Nétrine-1 soit sécrétée
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Moelle épiniere Tronc cérébral

ARN de Nétrine-1
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Figure 33 : Expression et localisation de Nétrine-1 dans la moelle épiniére et le tronc cérébral
Schémas de coupe coronale de moelle épiniére et de tronc cérébral d’embryon de souris. L’ARN est
exprimée (en rouge) dans la plaque du plancher et la zone ventriculaire du tronc cérébrale et de la
moelle épiniere. En revanche, la protéine (en bleu) est située dans la glie radiaire, la lame basale et la
plaque du plancher.
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une fois sortie de la zone ventriculaire dans le tronc cérébral. En d’autres termes, la
glie radiaire pourrait permettre de transporter la Nétrine-1 en dehors de la zone
ventriculaire. Elle serait ensuite sécrétée dans la matrice extracellulaire et la lame
basale et agirait sur le guidage des axones commissuraux.

Il a été montré que la glie radiaire jouait un réle structurant dans la moelle épiniére et
permettait de compartimenter les axones en développement (Barry et al., 2013).
Dans cette étude, les auteurs montrent que la glie radiaire entoure le funiculus
dorsal lorsqu’il se développe dans la moelle épiniére et qu’elle formerait un couloir
permissif a travers lequel les axones seraient temporairement dirigés. Un
mécanisme similaire a été décrit au cours du développement du nerf optique (Silver
and Rutishauser, 1984) et du corps calleux (Silver et al., 1982). Dans I’hypothése ou
la Nétrine-1 serait secrétée par la glie radiaire, elle pourrait participer a I'organisation
des axones dans ce couloir permissif. Les axones seraient ainsi dirigés ventralement
jusqu’a la plague du plancher.

Il ne nous a pas été possible d’enlever spécifiquement la Nétrine-1 dans la zone
ventriculaire de la moelle épiniere. Toutefois, nous pouvons supposer qu’un
mécanisme commun controélerait la mise en place des commissures cérébrales dans
la moelle épiniere et le tronc cérébral. Nous avons toutefois montré que les axones
commissuraux poussaient normalement en I"absence de Nétrine-1 a la plaque du

plancher.

1.2.2.2 Réle de la Nétrine-1 dans la lame basale

La lame basale établit la frontiere entre le systeme nerveux central et périphérique.
Tout comme la matrice extracellulaire, elle est composée, entre autres, de laminines,
collagéene IV et d’heparan sulfate protéoglycanes et est en contact avec les pieds de
la glie radiaire au cours du développement (Halfter et al., 2002; Rakic, 1972; Sievers
et al.,, 1994). Chez les mutants Nétrine-1, les axones Robo3 positifs sortent du
systéme nerveux central par les points d’entrée des projections sensorielles et de
sortie des axones moteurs. Il se pourrait donc que la Nétrine-1 de la lame basale
participe au confinement des axones dans le systeme nerveux central.

Dans la moelle épiniere, des trous dans la jonction entre la lame basale et la glie

radiaire induisent un rétrécissement et une déviation de certaines fibres de la glie
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radiaire mais aucun défaut dans la prolifération ou la survie des progéniteurs n’est
observé (Zhu et al., 2015). Ce phénotype s’accompagne d’un mauvais
positionnement des cellules de capsules frontalieres normalement situées aux
points d’entrée et de sortie des projections sensorielles et motrices et qui participe
au confinement des neurones moteurs au systeme nerveux central (Altman and
Bayer, 1984; Golding and Cohen, 1997; Niederlander and Lumsden, 1996) (Figure
10). Le maintien de la glie radiaire attachée a la lame basale lors du développement
permet donc de conserver les frontieres entre le systéeme nerveux central et
périphérique.

La Nétrine-1 présente dans la lame basale pourrait donc contribuer a I’adhérence
des fibres de la glie radiaire a cette derniere. L’absence de Nétrine-1 a la lame
basale pourrait perturber la mise en place de la frontiére entre le systeme nerveux
central et périphérique, notamment via un mauvais positionnement des cellules de
capsules frontaliéres.

Cependant, nous n’avons pas observé de défaut majeur dans la mise en place de la
glie radiaire, notamment pas un immunomarquage du collagene IV. Méme si des
expériences plus approfondies sont nécessaires pour tester cette hypothese, celle-
ci reste peu probable.

La présence des cellules de capsules frontalieres chez les mutants Nétrine-1 n’a pas
encore été vérifiée. En outre I'organisation des commissures cérébrales chez les
embryons présentant un défaut de positionnement des cellules de capsules
frontalieres ou un défaut de structure de la lame basale et la glie radiaire n’a
malheureusement pas été étudiée.

Il est donc difficile de savoir si une perturbation ou I’absence de cellules de capsules
frontalieres induirait une sortie des axones du systéme nerveux central. De plus, en
absence de cellules de capsules frontalieres, les motoneurones sortent du systéme
nerveux central (Vermeren et al., 2003), un tel phénotype n’est pas observé chez les
mutants Nétrine-1 (Kim et al., 2015).

Une autre hypotheése intéressante, serait que la Nétrine-1 présente dans la lame
basale exerce une action répulsive sur les axones commissuraux et les empécherait
ainsi de sortir de la moelle épiniere. La Nétrine-1 peut induire un signal répulsif par

I’intermédiaire de son récepteur Unc5 (Colamarino and Tessier-Lavigne, 1995).
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Cependant, Unc5 n’est pas exprimé dans les axones commissuraux (Engelkamp,
2002), de plus, chez les mutants Unc5 aucun axone commissural ne sort du
systéme nerveux central (Laumonnerie et al., 2014). En revanche, chez les mutants
DCC, les axones commissuraux quittent le systéme nerveux central ce qui suggere
que le confinement des axones commissuraux a la moelle épiniere et au tronc
cérébral repose sur [Iinteraction Nétrine-1/DCC (Laumonnerie et al., 2014).
Néanmoins, ce couple ligand récepteur n’est pas connu pour ses capacités a
générer un signal répulsif. Une possibilité serait que DCC agisse via un autre ligand
que la Nétrine-1 ou via des molécules modulant sa réponse a la Nétrine-1. La Draxin
et la laminine1 seraient des candidats potentiels. La Draxin est une molécule qui a
une activité répulsive des neurones par I'intermédiaire de DCC (Ahmed et al., 2011).
In vitro, la laminine-1 transforme la réponse de DCC a la Nétrine-1 de répulsif a

attractif pour les axones rétiniens (Hopker et al., 1999).

1.2.3 Quel est le mode d’action de la Nétrine-1 ?

Actuellement, la Nétrine-1 est considérée comme une protéine diffusible, agissant a
longue distance par chimiotropisme afin d’attirer les axones a la plaque du plancher
(Kennedy et al., 1994; Serafini et al., 1996). Nous ne sommes pas parvenus a mettre
en évidence de gradient de Nétrine-1 dans la moelle épiniére ni dans le tronc,
remettant ainsi en cause ce mode d’action de la Nétrine-1 a longue distance. La
Nétrine-1 est une molécule de la famille des laminines de la matrice extracellulaire
(Serafini et al., 1996). Il est donc fort probable qu’elle puisse étre attachée a la
matrice extracellulaire et agir a courte distance. Chez la drosophile il a été montré
que la Nétrine peut agir a courte distance dans la guidage des axones
commissuraux (Brankatschk and Dickson, 2006). Il existe deux homologues de
Nétrine-1 chez la drosophile : Net-A et Net-B. En utilisant une forme membranaire
de la NetB dans un fond génétique mutant pour Net-A et Net-B, il a été montré que
la Nétrine immobilisée était capable de restaurer le franchissement de la ligne
médiane par les axones commissuraux (Brankatschk and Dickson, 2006). Chez la
souris, une étude a montré in vitro que lorsque la Nétrine-1 était immobilisée sur des
billes, elle pouvait faire tourner le cone de croissance de fagcon purement mécanique
en exercant une force de traction par 'intermédiaire de DCC (Moore et al., 2009). In

vivo, la Nétrine-1 agit a courte distance dans de nombreux systémes. Dans le
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systeme visuel, elle est exprimée autour du nerf optique et agit directement sur les
axones des cellules ganglionnaires rétiniennes afin de les faire sortir de la rétine et
ainsi former le nerf optique (Deiner et al., 1997). Dans la glande mammaire et le
pancréas, Nétrine-1 régule la morphogénése de I'épithélium en influencant
I’adhérence cellulaire (Srinivasan et al., 2003; Yebra et al., 2003). Dans I'épithélium
des glandes mammaires en développement, Nétrine-1 et son récepteur Néogénine
induisent une interaction adhésive entre les couches cellulaires (Srinivasan et al.,
2003). Dans le pancréas, la liaison des intégrines a6p4 et a3p1 avec la partie C-
terminale de la Nétrine-1 régule I'adhérence et la migration des cellules
pancréatiques embryonnaires (Yebra et al., 2003). Dans la moelle épiniére, il a été
montré qu’une interaction adhésive s’effectuait entre Nétrine-1 attachée a la matrice
extracellulaire et son récepteur DCC qui agirait comme un pont transmembranaire
liant la Nétrine-1 au cytosquelette induisant la formation des filopodes et I'extension
de la membrane (Shekarabi et al., 2005).

Afin de mieux comprendre le réle de la Nétrine-1 et son action a longue ou courte
portée, il serait intéressant de supprimer I'expression de la Nétrine-1 dans des
populations distinctes de la zone ventriculaire. Dans la lignée Gbx2::cre, la CRE
recombinase est exprimée dans la partie la plus dorsale de la moelle épiniére. La
lignée Gbx2::cre Nétrine1 nous permettrait donc de déterminer si la délétion de la
Nétrine-1 dans la partie la plus dorsale de la moelle épiniére induit un défaut de
guidage des axones commissuraux et si la molécule agit localement, a courte

portée.

2 Larépulsion a la ligne médiane

Dans le modele actuel il est proposé que la Nétrine-produite par la plague du
plancher attire les axones commissuraux par chimiotropisme via son récepteur
DCC. Afin de sortir de la ligné médiane, les axones sont repoussés par Slit/Robo les
chassant de cette cible intermédiaire.

Bien que la délétion spécifique des molécules Slit1-3 dans la plague du plancher

confirme leur role dans le guidage des axones commissuraux de la moelle épiniére,
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il en est tout autrement pour la migration des neurones précérébelleux. En effet,
chez les mutants conditionnels, la délétion spécifique des Slits a la plaque du
plancher et Robo1/2 dans les neurones précérébelleux ne reproduit pas les
phénotypes observés dans la migration des neurones de I'olive inférieur et des
neurones du pont chez les KO classiques (voir tableau récapitulatif).

Compte-tenu de nos résultats, Slit/Robo semblent donc jouer un réle différent dans
chaque systeme. Dans la moelle épiniére, Slit/Robo permettrait, comme montré
préalablement, de repousser les axones commissuraux de la plague du plancher.
Dans I'olive inférieure, la délétion spécifique de Slit dans la plaque du plancher nous
a permis de confirmer son rble dans le guidage des neurones olivaires. Dans ce
systéeme, I'action répulsive de Slit se ferait par I'intermédiaire d’un autre récepteur
qui reste a identifier.

Pour finir, ’absence de phénotype lorsque Slit1-3 et Robo1-2 sont spécifiguement
délétés du pont suggere que le couple Slit/Robo n’est pas impliqué dans la
migration de ces neurones précérébélleux. Plusieurs questions se posent alors :
quels sont les récepteurs des Slits ? Quelles autres molécules de guidage pourraient
guider les neurones précérébelleux ? A quoi sont dls les défauts de guidage

observés chez les KO ?

2.1 Robo1 et Robo2 sont-ils les seuls récepteurs des Slits ?

Dans la moelle épiniere des mutants Slit7-3 KO les axones commissuraux sont
désorganisés a la plaque du plancher. Certains axones semblent bloqués a la ligne
médiane, incapables de la quitter. La différence de phénotype entre les mutants
Slit1-3 et Robo1-2 suggére l'existence de récepteurs additionnels pour les
molécules Slit (Jaworski et al., 2010; Long et al., 2004). En effet, le phénotype
observé chez les embryons déficients pour les génes Slit est plus fort que celui
observé chez les Robo1/2 KO : les injections de Dil dans la moelle épiniere montrent
que 45% des axones restent bloqués a la plaque du plancher chez les double KO
Robo1/Robo2 contre 73% pour les Slit1-3 (Jaworski et al., 2010; Long et al., 2004).

Dans l'olive inférieure, la délétion spécifigue des Slits a la plaque du plancher

reproduit le méme phénotype observé que chez le triple mutant : la morphologie du
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complexe olivaire est affectée et une fraction significative de neurones olivaires
franchit la ligne médiane et migre du co6té controlatéral formant des connections
bilatérales (Di Meglio et al., 2008).

Lorsque Robo-1 et -2 sont spécifiquement supprimés des neurones olivaires, aucun
défaut de migration ni de projections des axones olivaires n’est observé. De plus,
les immunomarquage de Robo1 et Robo2 n’ont montré aucune présence de ces
deux molécules de guidage dans ce systéme. Ce résultat suggéere donc lui aussi

I’existence d’autres récepteurs aux Slit1-3.

Récemment, PlexineA1 a été identifié comme récepteur de Slit2, ou plus
précisément du fragment C terminal de Slit2 (Delloye-Bourgeois et al., 2014).
PlexineA1 est un co-récepteur de Sémaphorine 3B (Sem3B) dont I'interaction
génere un signal répulsif (Charoy et al., 2012; Nawabi et al., 2010).

Chez les KO PlexineA1 et Robo1-2KO, des injections de Dil dans la moelle épiniere
ont montré que prés de la moitié des axones restent bloqués a la plagque du
plancher (Delloye-Bourgeois et al., 2014). Chez les triples mutants Robo1/Robo2
/PlexineA1 KO, le pourcentage d’axones bloqués a la ligne médiane s’éleve a 72%,
comme chez les triples mutants Slit7-3 (Delloye-Bourgeois et al., 2014). L’étude des
phénotypes des triple KO Robo1/Robo2/PlexineA1 KO ainsi que les expériences
d’immunoprécipitation et de binding ont montré que PlexineA1 était un récepteur du
fragment C-terminal de Slit2 intervenant dans le guidage des axones commissuraux
dans la moelle épiniere.

L’interaction de Slit/PlexineA1 existe-elle en dehors de la moelle épiniére ? Le
guidage axonal et la migration cellulaire dans le tronc cérébral n’ont pas été étudiés
chez les mutants PlexineA71. Il est donc envisageable que Slit/PlexineA1
interviennent dans le guidage des neurones précérébelleux par les signaux répulsifs
gu’ils émettent. Toutefois, aucune étude n’a pu montrer I'expression de PlexineA1
dans les noyaux précérébelleux.

Les Slits se lient a I’ensemble des récepteurs Plexine A in vitro, il est donc probable
gu’il en soit de méme in vivo (Delloye-Bourgeois et al., 2014). Il a été montré que les
récepteurs PlexineA4 et PlexineA2 étaient exprimés dans les neurones du pont et

les neurones olivaires a P4 (Runker et al., 2008) et seraient donc des récepteurs
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potentiel aux molécules Slit. Les protéines Slit ne se liant pas a la Plexine B1, il est
probable que l'association Slit/Plexine ne s’applique a I'’ensemble des Plexines.
Toutefois, Plexine D1 est exprimée dans l'olive inférieure et le pont lors du
développement (Vilz et al., 2005) et pourrait donc étre elle aussi un récepteur des
Slits.

Eva1C est une protéine transmembranaire, qui chez C.elegans est un récepteur de
Slit. Eva1C est nécessaire au guidage ventral des axones comme Sax3, 'orthologue
de Robo (Fujisawa et al., 2007). Non seulement EvalC et Slt-1/Sax3 sont
colocalisés, mais ils sont aussi sont capables de se lier. L’nomologue murin du
récepteur EvalC est exprimé dans les axones et neurones moteurs, les axones
sensitifs et dans une partie des axones commissuraux (James et al., 2013). EvaiC
est aussi présent dans le systeme olfactif et le systeme visuel en développement
ainsi que dans les axones du cortex, de I’hippocampe et du thalamus (James et al.,
2013). L’ensemble de ces résultats montre que le récepteur EvalC est exprimé dans
des régions du systéme nerveux au niveau desquelles les Slits jouent un réle dans le
guidage axonal. Malheureusement, la présence de EvalC dans les axones ou les
neurones en migration du tronc cérébral n’a pas été analysée dans cet article.
L‘étude de souris déficientes pour EvalC permettrait de montrer de fagon plus

approfondie son réle dans la mise en place du systeme nerveux central.

2.1.1 Guidage des neurones du pont

Les délétions spécifiques de Slit1-3 dans la plaque du plancher et de leurs
récepteurs Robo7-2 dans les neurones du pont n’ont montré aucun défaut dans le
pont. De plus, tout comme dans le systeme olivaire, Robo1/2 sont absents des
neurones du pont. Quelles sont les molécules impliquées dans le guidage de la
migration des neurones du pont ?

Il a été montré que des molécules de guidage sécrétées par les méninges sont
impliquées dans la migration tangentielle des cellules de Cajal-Retzius dans le
cortex (Borrell and Marin, 2006). La chimiokine Cxcl12 stimule la migration des
cellules de Cajal-Retzius qui expriment le récepteur Cxcr4 (Borrell and Marin, 2006).
Le récepteur Cxcr4 contréle de maniere cellulaire autonome la migration des

neurones pontins (Vilz et al., 2005; Zhu et al., 2009). Chez les embryons déficients
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pour Cxcr4, les neurones migrent de facon ectopique, le long de la plaque du
plancher, comme chez les mutants Slit1/2 et Robo1/2. Les deux phénotypes sont
toutefois légerement différents car I'asymétrie des neurones ectopiques est plus
importante chez les souris KO Cxcr4. Le défaut observé chez les mutants Cxcr4 est
identique a celui des souris Wnt1cre ;Cxcr4°* chez lesquels Cxcr4 est supprimé
dans les neurones pontins (Heike Blockus et Alain Chédotal, données non publiées).
Les souris Shh :Cre ;Slit17Slit2°"°**Slit3" ne présentant pas de phénotype dans le
pont, quelle est donc la source de Slit ? Une hypothése, qui certes reste a vérifier,
serait que les Slits sont exprimés dans les méninges et interagiraient avec d’autres
récepteur que Robo. Cependant, cela n’expliquerait pas le phénotype des KO
Robo1/Robo?2.

2.1.2 Phénotypes chez les KO : un défaut secondaire ?

Chez les triples KO Slit7-3 KO et les doubles KO Robo1/2, les neurones du pont
migrent de facon prématurée vers la plague du plancher (Geisen et al., 2008).
D’aprés I'étude des mutants conditionnels ou les molécules Slit/Robo sont
spécifiguement enlevées de la plaque du plancher et des neurones du pont
respectivement, le couple Slit/Robo ne semble pas jouer un rble dans la guidage
des neurones pontins. Il est donc fort probable que le phénotype observé chez les
KO soit un défaut secondaire.

Le défaut de migration des neurones olivaires et la migration normale des neurones
pontins lorsque Slit est spécifiguement déplété de la plague du plancher suggerent
un réle différent des Slits dans ces deux systémes. Cependant, on ne peut exclure
que le phénotype olivaire des embryons Shhcre ;Slit1”Slit2°"**Sljt3™ soit lui aussi
un défaut secondaire. En effet, Slit étant supprimé dans tout I’axe antéro-postérieur,
induisant des défauts de guidage des axones commissuraux et des axones
longitudinaux, il est probable que la migration des neurones olivaires puisse étre
altérée. Dans ce cas de figure, on pourrait supposer que Slit/Robo n’est ni impliqué
dans la migration des neurones du pont, ni dans celle des neurones olivaires.

Slit/Robo joueraient un role important dans d’autres systémes ou d’autres voies de

105



signalisation dans le systéme nerveux engendrant ainsi des défauts de migration

des neurones précérébelleux.

L’acide rétinoique est une molécule issue de la Vitamine A et produite dans les
méninges (Niederreither et al., 1997; Zhang et al., 2003). L’influence de I'acide
rétinoique sur le développement du systeme nerveux central a été largement
étudiée, notamment dans la formation de I'axe antéro-postérieur du tube neural
(Durston et al., 1989; Thaller and Eichele, 1987; Tickle et al., 1982). Il a été montré
que la voie de signalisation de "acide rétinoique jouait un rble dans la migration des
neurones olivaires et des neurones du pont. Un excés d’acide rétinoique lors du
développement a un mauvais endroit au mauvais moment perturbe fortement la
migration de ces neurones (Yamamoto, 2003; Yamamoto et al., 2005). En effet, chez
les embryons ayant recu un traitement a I'acide rétinoique a des stades précoces du
développement (E9,5-10,5) les neurones du pont s’étendent dans tout le tronc
cérébral antérieur, (Yamamoto, 2003). L’injection d’acide rétinoique a ce stade de
développement affecte le développement du complexe olivaire : I'olive est plus
étendue le long de 'axe antéro-postérieur jusqu’a pratiguement atteindre le noyau
pontin et plus resserrée prés de la ligne médiane (Yamamoto et al., 2005). Cette
étude montre donc gu’une altération précoce, avant méme I’initiation de la migration
cellulaire dans le pont et I'olive inférieure, induit des défauts de guidage important.
Plus de 500 genes ont été listés comme étant régulés par I’acide rétinoique (Balmer
and Blomhoff, 2002). Il est donc possible que le couple Slit/Robo soit impliqué dans
la voie de signalisation de I'acide rétinoique lors du développement. Chez le poulet,
une étude a montré que Slit/Robo intervenait trés tot pendant la neurulation en

agissant sur la prolifération et la différenciation cellulaire (Wang et al., 2013).
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3 Conclusions

Dans ce chapitre, je vais tenter de récapituler tous les résultats obtenus dans les

trois systemes étudiés.

3.1 Moelle épiniére

Dans la moelle épiniere en développement, la Nétrine-1 est exprimée dans la plaque
du plancher mais aussi dans la zone ventriculaire. Elle se trouve également le long
des prolongements de la glie radiaire et dans la lame basale. Contrairement au
modele classique qui se base sur une fonction attractive de la Nétrine-1 a la plaque
du plancher pour les axones commissuraux, je propose une autre hypothése. La
Nétrine-1 de la glie radiaire et de la lame basale, formerait une voie permissive pour
les axones commissuraux afin de favoriser leur acces a la moelle épiniere ventrale.
Elle interviendrait ainsi sur la croissance axonale et le guidage avec une action a
courte portée. Une fois la ligne médiane traversée, les Slits prennent le relais et

éloignent les axones de la ligne médiane (Figure 34).

3.2 Les noyaux précérébélleux

Que ce soit dans I’olive inférieure ou dans le pont, la Nétrine-1 issue de la plaque du
plancher n’intervient pas dans le développement de ces deux structures. C’est la
Nétrine-1 sécrétée par la zone ventriculaire qui serait impliquée dans le guidage de
la migration des neurones (Figure 35). Par contre dans ce systéeme, c’est la fonction
des Slits et des Robos qui est remise en question. En effet, nos résultats montrent
que les phénotypes observés chez les Slit1-3 KO et Robo1-2 KO sont différents de
ceux des mutants conditionnels.

Dans I'olive inférieure, chez les triples KO Slit71-3 et les doubles KO Robo1/2, le
complexe olivaire est plus compacté sur la ligne médiane. Par ailleurs, les neurones
olivaires traversent la ligne médiane. Ce phénotype de croisement a été retrouvé
chez les Shh :Cre Slit17-Slit2°"**S|jt3", mais pas chez le Ptf1a :Cre ;Robo1”
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A Modele actuel
ATTRACTION REPULSION

Récepteurs
Robo1l-2
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Figure 34 : Attraction et répulsion des axones commissuraux dans la moelle épiniére

(A) Dans le modele actuel, un gradient de Nétrine-1 (bleu) a la plaque du plancher attire les
axones commissuraux dans la partie ventrale par I'intermédiaire de DCC et Robo3. Une
fois gu’ils ont traversé, ils sont repoussés par les molécules Slit (rose) se liant aux
récepteurs Robo1-2 et PlexineA1l.

(B) Dans le modele proposé, la Nétrine-1 de la glie radiaire et la lame basale, formerait une
voie permissive pour les axones commissuraux afin de favoriser leur acces a la moelle
épiniere ventrale. Une fois qu’ils ont traversé, la liaison Slit1-3 avec les récepteurs Robo1-2
et PlexineA1 permettrait de repousser les axones commissuraux.
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A Modele actuel

REPULSION
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B Modele proposé
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Figure 35 : Guidage des neurones olivaires

(A) Dans le modéle actuel, la Nétrine-1 a la plaque du plancher attire les neurones olivaires par le
gradient qu’elle émet. Le couple Slit/Robo, permet d’arréter les neurones a la plaque du
plancher et les empéche ainsi de traverser.

(B) Dans le modele proposé, comme dans la moelle épiniére, la Nétrine-1 de la glie radiaire et la
lame basale, formerait une voie permissive pour les axones commissuraux afin de favoriser leur
acces a la plaque du plancher. Aprés avoir atteint cette derniere, Slit1-3 (ou un autre ligand
présent a la plaque du plancher) interagit avec un récepteur inconnu afin d’arréter les neurones
olivaires dans leur migration.
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Robo2°"** Deux hypothéses permettraient d’expliquer ces différences de
phénotypes :
1. Les Slits se lieraient a un autre récepteur que Robo et donc le phénotype
observé chez le Robo1-2 KO serait un défaut secondaire.
2. Les phénotypes observés chez les KO conditionnels ou non, sont des défauts
secondaires.
Dans le cas du pont, aucun des KO conditionnels étudiés ne montre le phénotype
des Slit1-3 KO et Robo1/2 KO : les neurones migrent de maniéere ectopique vers la
plaque du plancher.
Que ce soit pour le pont ou I'olive inférieure, il est donc probable que Slits et Robos
interviennent en amont de la formation de ces noyaux. Les Slits sont probablement
exprimés dans la plague du plancher trés tot au cours du développement.
Malheureusement aucun élément de la littérature ne décrit I’expression des Slits et
des Robos a cette période. Cependant, il a été montré chez le poulet que Slit/Robo1

agissent déja pendant la neurulation sur la prolifération et la différenciation cellulaire.

De facon générale, ma thése a permis de montrer que les souris mutantes
conditionnelles sont des outils génétiques essentiels a I'étude du guidage axonal.
Elles nous ont permis de comprendre avec plus de précision le réle des molécules
de guidage au cours du développement. Ainsi, il nous a été possible de montrer que
contrairement au modele établi depuis 30 ans, la Nétrine-1 de la plague du plancher
ne permet pas le guidage des axones commissuraux a la ligne médiane ventrale et
que le couple Slit/Robo n’est pas essentiel dans le guidage des neurones
précérébelleux.

L’ensemble de nos résultats a permis d’identifier de nouvelles sources de Nétrine-1
lors de la mise en place des commissures cérébrales. D’autres systemes
nécessitent une source de Nétrine-1 lors de leur développement telle que le corps
calleux, le systeme visuel ou la commissure antérieure. |l serait intéressant de

reconsidérer leur formation sous un nouvel angle.
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Abstract

In mammals, tactile information is mapped topographically onto the contralateral side
of the brain in the primary somatosensory cortex forming one to one periphery
related patterns that are particularly striking in the mouse barrel cortex. Here we
describe a mouse mutant where, after an invalidation of the Robo3 gene in
rhombomeres 3, a sizeable fraction of the trigeminothalamic inputs project
ipsilaterally rather than contralaterally. The ensuing mixture of crossed and
uncrossed sensory inputs creates bilateral whisker maps in the thalamus and
somatosensory cortex. This results in the formation of two nested functional maps of
the principal whiskers from both sides of the face, with a similar topographic
organization. Surprisingly however, they were organized as two separate
representations sharing the same cortical space for facial whisker representation.
Thus one whisker on the snout was mapped bilaterally in two different positions
within the S1. This suggests that ipsi/contralateral competition among the sensory
afferents prevails over topographic guidance cues for positioning these afferents in
the target. Unilateral sensory afferent removal at birth supports an activity-dependent
competition between the ipsi/contralateral sensory inputs for cortical space. This
study reveals that the somatosensory system is capable of reorganizing the
topographic map to integrate bilateral sensory information, shows the importance of
competitive interactions between afferents carrying dissimilar sensory inputs as a
predominant mapping rule in the somatosensory system, and therefore could provide

an original model to study plasticity and axonal competition in the mammalian brain.



Introduction

The contribution of genetic and activity-dependent mechanisms to the wiring of
sensory maps has been the subject of intense study and debate. Current view is that
the general position and orientation of the sensory maps in the cerebral cortex is
determined by gradients of morphogens (Fukuchi-Shimogori and Grove, 2003), the
specific organization of the maps varies across species (Kaas and Catania, 2002),
and according to the sensory modality that it receives. One point of continued
controversy however, is the degree to which bilateral representations of a single
sensory modality (e.g. vision) are genetically encoded or whether they are shaped by
activity-dependent competitive mechanisms. Recent studies in the visual system,
suggest that a small change in the crossing of the midline could be the main driver
for bilateral sensory representations (Petros et al., 2008). Here we examined the
result of partial crossing of presynaptic afferents to the somatosensory thalamus in
the whisker to barrel pathway of mice, which is normally entirely crossed.

The sensory afferents from the whisker follicles first synapse in the brainstem
trigeminal complex. Second order neurons in the principal sensory nucleus of the
trigeminal nerve (PrV) carry the whisker-specific inputs entirely to the contralateral
ventroposteromedial nucleus (VPM) of the thalamus (Fig. 1A; reviewed in (Erzurumiu
et al.,, 2010). Whisker-specific PrV neurons mostly originate from rhombomere 3
(Oury et al., 2006). Ablation experiments and genetic models, where changes in
whisker number are faithfully reproduced in the brain map (Erzurumlu and Gaspar,
2012; Welker and Van der Loos, 1986) showed the influence of sensory neurons in
the layout of the facial map.

In vertebrates, midline crossing by developing axons involves many attractive and

repulsive axon guidance molecules such as slits and netrin (Chédotal, 2011). In the



spinal cord and brainstem, one of the key molecules required for crossing is the
Roundabout 3 (Robo3) receptor. Several studies in various systems have shown that
mice deficient for Robo3 lack commissures in the hindbrain (Marillat et al., 2004;
Renier et al., 2010; Sabatier et al., 2004). Interestingly, human patients suffering from
a rare congenital disease named HGPPS (horizontal gaze palsy with progressive
scoliosis) carry mutations in the ROBO3 gene and have uncrossed sensory
pathways (Jen et al., 2004). In this study we focused on a conditional mutant mouse
in which the Robo3 gene was inactivated in rhombomere 3 (Renier et al., 2010). We
anticipated that interference with Robo3 signaling in rhombomere 3-specific fashion
would result in purely ipsilateral trigeminothalamic projections and subsequently
ipsilateral face and whisker representations in the somatosensory cortex.
Unexpectedly, this only caused a partial crossing of the trigeminothalamic axons,
resulting in a unique model to analyze the consequence of having both ipsilateral and
contralateral sensory afferents in the whisker to barrel pathway. We found that this
resulted in the appearance of two functional whisker maps in both the thalamic relay
and the barrel cortex. Most interestingly, these maps were entirely segregated as
early as postnatal day 4 (P4), indicating a competitive interaction between the
ipsi/contra afferents that prevailed over a strict topographic organization. This was
supported by deprivation experiments showing that the crossed and uncrossed
sensory afferents compete for space in both the thalamic relay and the cerebral

cortex.

Results
Genetic perturbation of midline crossing signals and emergence of bilateral

somatosensory maps.



The whisker to barrel cortex pathway is comprised of three neuronal relays with strict
topographic organization and patterning. Each whisker input is represented by a
small group of neurons in the PrV (barrellettes), in the VPM (barreloids), and in layer
IV of the primary somatosensory cortex (S1, barrels). As schematized in Fig. 1A, the
pathway is ipsilateral in the brainstem and entirely crossed en route to the thalamus
and thalamic VPM neurons project ipsilaterally to layers IV and VI of the S1 cortex

(Belford and Killackey, 1979; Erzurumlu and Gaspar, 2012).

We analyzed the whisker to barrel projection in the Krox20-Cre;Robo3"
conditional mice that lack most commissural axons in rhombomeres 3 (r3) and r5
(Renier et al., 2010). During development, Robo3 is transiently expressed in r3
neurons, with an expression that stops shortly after axon crossing, suggesting that it
does not play a role in later stages of development such as axon targeting (Renier et
al., 2010). Trigeminal ganglion neurons, which project to PrV do not express Robo3
(Fig. 1B and not shown). As expected, in situ hybridization confirmed that Robo3
expression is deleted from r3 in Krox20-Cre;Robo3°** 12 days old (E12) embryos
(Fig. 1B, n= 3/3).

3lox/lox

To visualize the trigeminothalamic pathway, Krox20-Cre;Robo mice were

crossed to Tau-lox-Stop-lox-mGFP-IRES-nis-lacZ mice (Tau®™)

{Hippenmeyer, 2005
#3012}. In E12 Krox20::Cre;Robo3°**:Tau®"" controls many GFP+ axons cross the
midline at the r3 and r5 level (Fig. 1B-D). The RGal nuclear reporter showed as
expected (Oury) a dense distribution of Krox20+ cell bodies in the ventral region of
the PrV nucleus. Neither the distribution of Krox20+ neurons, nor the organization of

the Barrelettes was affected in the Krox20-Cre;Robo3°** mice, suggesting that the

development of the PrV nucleus was not perturbed (Fig 1C). By contrast, in Krox20-



Cre;Robo3°":Tau®"" mutants, most of the GFP+ axons failed to cross although
they still projected rostrally towards the midbrain (Fig. 1B-D; n=3/3). At E13, coronal
sections at the level of r3 confirmed that the density of GFP+ commissural axons at
the ventral midline was strongly reduced in Krox20::Cre;Robo3°"°*: Tau®"" but also
confirmed that a subset of axons still cross (Fig. 1B). To determine whether all
neurons in the ventral part of the PrV expressed Cre recombinase in
Krox20::cre;Robo3°** :tau®" mice, we performed double staining for NeuN and R-gal
in adult sections (Sup. Fig 1B; n=5). This showed that 88% NeuN+ neurons in the
ventral part of PrV express Rgal but that a small subset of the NeuN+ PrV neurons
(10.7+ 1.5%) was not Rgal+ and therefore probably did not expressed Cre
recombinase.

However, as the vast majority of PrV ventral neurons were Krox20+, we imaged the
trajectory of the Trigemino-Thalamic (TT) tract in both controls and
Krox20::Cre;Robo3"**;Tau®" mutant mice from the brainstem through the
thalamus using iDISCO whole-mount immunostaining and tissue clearing (Belle et
al., 2014; Renier et al., 2014) (Fig. 2A). The GFP+ axons had a similar trajectory in
the TT tract in control and mutant mice (n=5) at P4, although the tract appeared
slightly more defasciculated in the mutants. GFP+ Axon terminals arborized in the
VPM in both control and mutant mice, forming barreloid-shaped structures (Fig 2A,
B). To look at the distribution of r3-derived axons in the
Krox20::Cre;Robo3°"**: Tau®" mutant VPM, we cut thalamic sections of P4 brains,
and stained them with cytochrome oxidase to reveal the barreloids, and co-
immunostained for GFP. In all mutants and controls (n=14 for each genotype), the r3-
derived GFP+ (r3-GFP+) axons projected to the dorsolateral VPM containing the

barreloids (Fig. 2B). An abnormal organization of the whisker barreloids was noted in



the mutant VPM. In controls, all the barreloid rows coincided with a dense r3-GFP+
axon territory (Fig. 2B; n=4/4), whereas in mutants two distinct zones were observed
(n=4/4): a lateral VPM domain containing a high density of GFP+ axons and a medial
VPM domain with only sparse patches of GFP+ axons (Fig. 2B). These two VPM
domains, contained barreloids as noted with cytochrome oxydase staining and were
of comparable surface (0.19+0.006 mm? for the lateral dense GFP+ domain and
0.18+0.003 mm? for the medial patches of GFP+ domain, P=0.46). Moreover, they
were separated by a cytochrome oxidase-free septum. These observations

suggested that in the Krox20::Cre;Robo3*"*

mice, the VPM became split into two
functionally separate domains, each with a different barreloid patterns (although the
lateral one contains the highest density of the r3-derived projections, and the larger
barreloids).

To map the inputs of those two different VPM domains in the Krox20::Cre;Robo3"
mutant mice, we anterogradelly traced the PrV to VPM projections in P4 mice using
carbocyanine dyes. In control mice the PrV-VPM projection was completely crossed,
whereas in mutants, the VPM received a bilateral innervation from the PrV (Fig. 2C).
This shows that two ascending sensory pathways co-exist in the mutants, a normally
crossed PrV-VPM pathway and a new ipsilateral PrV-VPM pathway. Moreover, the
position, shape, size and densities of the filled axons in the VPM was reminiscent of
the two domains described previously, suggesting that in the mutants, the dense
GFP+ lateral region might correspond to abnormal ipsilateral projections from the PrV,
while the medial GFP patches might be originating from the contralateral side.

This suggested that the mutant VPM could receive ipsilateral and contralateral

trigeminothalamic inputs. To test this hypothesis, we performed retrograde tracing

experiments. We injected Dil in one VPM and DiA in the contralateral VPM in P4



mice. In the Krox20::Cre;Robo3°** controls, Dil and DiA labeled neurons were found
only in the contralateral PrV nucleus, dorsally and ventrally, as expected for
commissural neurons (Fig. 2D; n=4/4). By contrast, in the Krox20::Cre;Robo3*"*
mutants, DiA and Dil labeled neurons were found in the PrV on both sides of the
hindbrain (Fig. 2D; n=4/4). While the dorsal part of the PrV almost only contained
neurons projecting to the contralateral VPM (as expected from their r2 origin (Oury et
al., 2006)) the ventral domain contained a mixture or Dil and DiA labeled neurons,
with 3.3 times more neurons traced ipsilaterally than contralaterally. This indicates
that in the Krox20::Cre;Robo3°/°* mutants, the ventral part of the PrV, which relays
whisker inputs to the VPM, projects bilaterally.

Overall these data suggest that a large fraction of the r3-derived trigeminothalamic
axons project ipsilaterally in Krox20::Cre;Robo3°/°* mutants but that some still
project contralaterally and might have escaped Cre recombination or started
expressing Cre after crossing (see below and discussion). Interestingly, the
comparison of the carbocyanine tracings and of the GFP staining (Fig. 2) further
revealed that: i) although the ipsilaterally and contralaterally projecting neurons in
ventral PrV are intermingled, their projections in the VPM are segregated; and, ii)
while the ipsilateral projection corresponded to the lateral VPM domain targeted by
GFP" r3-derived axons, the contralateral PrV-VPM projections targeted the medial
VPM and corresponded to, at least, two subpopulations: the few GFP" sparsed fibers
originating from r3 that likely escaped the deletion of ROBO3 (Fig. 1f-i) and GFP"
projections, likely originating from r2.

To determine the organization of the VPM map in the Krox20::Cre;Robo3"
mutants, as well as the origin of the GFP+ patches, we performed whole-mount

GFP

imaging of Krox20-Cre;Tau™" " controls and mutant mice at P8 using iDISCO (Fig 3).



To better reveal the VPM map, 3D datasets where oriented at a 45° oblique angle
from both coronal and horizontal planes (Fig 3A). In control mice, the VPM showed
the conspicuous topographical organization of the barreloids in those preparations. In
the Krox20::Cre;Robo3°”°*:Tau®" mutants, the GFP dense and patched regions
where manually segmented to show their individual 3D projections. Both
segmentations showed barreloids organized in rows reminiscent of the control VPM
map (Fig 3A, n=3).

To determine whether both regions corresponded to a functionally distinct projection,
we performed unilateral lesions of the Infra-Orbital Nerve (ION) at PO in Krox20-

Cre;Tau®™

controls and mutant mice. The GFP+ projections in the VPM were
imaged at P8. The unilateral ION lesions at PO caused a fusion of the barreloids in
the contralateral VPM in control mice at P8 (Fig 2B; n=3). In mutants, we observed
that the lesions where causing the fusion of the barreloids on the ipsilateral side for
the GFP-dense region, and on the contralateral side for the GFP patched region (Fig
2B, n=5). This suggests that, as suspected from the tracing experiments, the GFP
dense region in the VPM receives ipsilateral inputs from the PrV, whereas the GFP
patched region receives contralateral inputs. This also shows that the GFP-patched
region is carrying somatosensory information originating from the orbital branch of
the trigeminal nerve. Moreover, we noticed that the map having sustained a sensory
deprivation where shrinking in size, while the adjacent non-deprived map was
expanding in size (Fig 3C, n=5). This shows that activity-based competition is driving
the development of the adjacent ipsilateral and contralateral maps in the dorsal VPM.
Combined with the tracing results, the ION lesions enable the establishment of a

3lox/lox

model for the organization of the VPM in the Krox20::Cre;Robo mutant mice

(Fig 3D). In the mutant VPM, sensory information from the ipsilateral whiskers project



to a dorso-lateral map, forming dense projections from r3 resembling the organization
of the wild-type contralateral barreloids. Adjacent to this map, r3-originating axons
carrying information from the contralateral PrV project to the dorso-medial VPM in

discrete patches also organized in rows reminiscent of the normal map.

Formation of bifacial cortical maps

Next, we determined how these segregated ipsi and contrateral whisker
representations in the VPM would influence the formation of the somatosensory map
in the cerebral cortex. Tangential sections through layer IV were stained for
cytochrome oxidase and Vglut2 immunoreactivity to label thalamocortical afferents
(Nahmani and Erisir, 2005) (Fig. 4A). A striking abnormality in the layout of thalamic
afferents was noted in the posteromedial barrel subfield (PMBSF, which corresponds

3/0X//OX mlce

to the representation of the large whiskers) of S1 the Krox20::Cre;Robo
(n=5/5; Fig. 4A). Barrels were more numerous (5212 barrels in mutant PMBSF vs.
3340 in controls), and were reduced in size (0.04mm?+ 0.01 per barrel in mutants,
compared to 0.09mm?+0.02 in controls, P<0.0001). Moreover they were arranged
into 8 rather than the usual 5 whisker rows, with a clear delineation of two separate
cortical zones, a central zone, and a peripheral zone, each containing distinct barrel
rows (Fig. A4 and Fig. S2-3). These defects were comparable in both hemispheres
and at all ages analyzed (with only slight individual variations; n=25/25; Fig. S2-3).
To map the functional whisker representation in this unusual map, we monitored the
activation of the immediate early gene c-fos following a 1-hour exposure to an
enriched sensory environment (Staiger et al., 2000). In mice with unilateral trimming
of the whiskers (Fig. 4B) strong c-fos labeling is normally observed only in the S1

3lox/lox

contralateral to the intact whiskers. In Krox20::Cre;Robo mice with unilateral

10



whisker trimming, c-fos was activated in the PMBSF of both hemispheres (Fig. 4B).
Contralateral to the intact whiskers, c-fos activation was visible in the peripheral
barrel rows (Contra domain; Fig. 4B). Ipsilateral to the intact whiskers, a mirror
image was noted with c-fos activation in the central barrel rows (Ipsi domain; Fig. 4B).
In both contralateral and ipsilateral patterns, c-fos+ cells were recorded in all layers
from the columns of the stimulated barrels. These results showed that in
Krox20::Cre;Robo3°*"* mice, the crossed and uncrossed trigeminothalamic domains
are mapped as two segregated nested domains: a central one processing ipsilateral
inputs surrounded by an outer domain processing contralateral inputs (Fig. 4B).
Orientation and polarity of the maps.

The segregation of the two maps led to the crucial question of its topographic
organization. Indeed there are two possibilities: i) the thalamic afferents follow
topographic guidance cues that are determined by molecular guidance cues
expressed in the cortex, with complementary receptor expression in the thalamus; in
this case one would expect that neighboring whiskers of the ipsi and contralateral
map lie in register with one another; and, ii) the thalamic afferents are clustered
following activity-based rules leading functionally coordinated afferents to cluster
together, in this case the topographical rule of near neighbors would prevail over the
notion of molecular gradients. To analyze the topographic alignment of the crossed
and uncrossed somatosensory maps by monitoring c-fos expression in S1 after
clipping all whiskers except one row or one arc of whiskers on one side (Fig. 4C and
data not shown). When the 5 posterior most whiskers of the whisker pad (A1-E1; Fig.
4C) were left intact in control mice, this resulted in the activation of c-fos in a caudal
arc of 5 barrels exclusively in the contralateral S1 (Fig. 4C). Likewise, when the

second whisker row (B1-B4; Fig. 4C) was left intact, the corresponding row of barrels
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was activated in the contralateral S1 (Fig. 4C). In mutants, c-fos activation was
bilateral, with a labeling that was in register in both the central (ipsi) and peripheral
(contra) PMBSF domains (Fig. 4C). The orientation of the two nested maps was
similar to control mice probably due to the patterning activity of morphogens that
determine the polarity of the map (Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; 2003).
However, unlike the visual or auditory bilateral maps, we observed that there were
discontinuities in the organization of the bilateral somatotopic map, such as a lack of
topographic proximity of the ipsi/contra representation of a given barrel or barrel row.
Rather, there appeared to be a clear separation and independence of the ipsi- and
contralateral inputs.

Competition between ipsi- and contralateral inputs for cortical space

To evaluate whether the bilateral thalamocortical maps recruited new cortical space
or were included within the normal boundaries of S1, we measured the overall size of
the PMBSF. This space was not increased (2.32+0.05 mm? in controls vs 1.900.12
mm? in mutants, P=0.04) unlike in other mouse models with duplication of the S1
map where a second S1 map is formed at the expense of other cortical areas
(Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001; 2003). This suggested that the ipsi- and
contralateral thalamic inputs compete to occupy a defined cortical space in S1, a
feature reminiscent of ocular dominance columns (ODC) in the visual cortex.
Accordingly, individual barrels in mutants were roughly half the size (44+ 2%) of
controls. To prove the existence of such a competition, we studied the consequence
of unilateral deprivation of whisker inputs induced by a neonatal (P1) lesion of the
infraorbital nerve (Waite and Cragg, 1982). In control mice, barrels were only
observed in S1 ipsilateral to the lesion (Fig. 5A; n=3/3). In contrast, in mutants,

barrels formed on both sides corresponding to the ipsi- and contralateral
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representations of the intact whisker pad (Fig. 5A; n=5/5). Furthermore, while the
infraorbital nerve lesioned side ipsi- and contralateral representations shrunk in size
(50+4% of the unlesioned mutant PMBSF), those corresponding to the intact
whiskerpad enlarged in both cortices (138+10% of the unlesioned mutant PMBSF).
This suggests that there is an activity-dependent competition for cortical space
between the ipsilateral and contralateral sensory inputs in the mutant S1.

Finally, we wanted to check whether the ipsilateral and contralateral maps where
functionally isolated, or whether activity in upper cortical layers could spread from
one map to another. We used iDISCO+ based c-fos mapping to isolate the c-fos+
cells from the upper cortical layers (Renier et al., 2016). In those layers, the activity
pattern is not sharply restricted to the stimulated barrels as in layer 4 (Fig 5B), but
spills over adjacent barrels, likely due to the integration from exploratory whisking
between adjacent barrels ((Peron et al., 2015)). Spill-over of c-fos+ cells was
observed within both maps in between activated barrels (Fig 5B), but not across the
boundary of each map, suggesting that the ipsilateral and contralateral might have

little to none direct horizontal integration in the upper cortical layers.

Discussion

There is a vast literature on the dependence of whisker-specific patterning of facial
brain maps on sensory periphery and cortical positioning and size of these maps on
intrinsic molecular cues (reviewed in (Erzurumlu and Gaspar, 2012)). The present
observations demonstrate a novel aspect of whisker-related map formation and show
that a genetic defect in the crossing of sensory axon tracts at the midline leads to a
completely unexpected anatomical and functional reorganization: duplication of the

facial whisker representation with two completely separate maps sharing the same
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cortical space allotted to somatosensory function. The segregation of these two
whisker maps indicates that competitive interactions for space in the S1 cortex are
not only based on periphery related signals from the whisker pads, but also on

signals that axons acquire while travelling together in the trigeminothalamic pathway.

Role of Robo 3 in the trigeminal crossing of the midline.

Robo 3 has been identified as a major player in the crossing of the midline by
comissural spinal and brainstem neurons (Chédotal, 2011; Marillat et al., 2004;
Sabatier et al., 2004). Here, we found that the trigeminal neurons also depend on
Robo3 for midline crossing, indeed PrV neurons transiently expresses Robo 3 at
embryonic stages when these neurons cross the midline (E11-E14), and loss of
robo3 prevents the crossing of a large majority of the trigeminothalamic axons.
However the axons that remain on the same side have a normal ascending path in
the medial lemniscus and target normally the VPM nucleus of the thalamus. Thus
although the axons do not cross the midline, the subsequent axon path finding is
undisturbed, showing that the molecular switch occurring at the midline is not
required for the development/orientation of axons. This observation extends
previous findings in the visual and the olivary systems, which showed that uncrossing
of normally crossed pathways does not alter their normal targeting (Marillat et al.,
2002; Rebsam et al., 2009; Renier et al., 2010).

A fraction of the trigeminal axons continued to cross the midline after deletion of
robo3 in rhombomere 3, which gives rise to the largest number of PrV neurons (Oury
et al., 2006). There are several reasons that might explain this incomplete effect. On
one hand, robo3 invalidation may be incomplete since not all PrV neurons express

Cre, and some PrV neurons may have escaped the recombination. On the other
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hand, some PrV neurons may be derived from neighbouring rhombomeres and may
have migrated at early embryonic stages. Finally, there may be some functional
redundancy in the combination of receptors that guide axons towards the midline and
across.

While we cannot explain definitively the mechanisms underlying partial crossing of
PrV trigeminothalamic axons, the fact remains that in Krox20::Cre;Robo3°*"
conditional mice the trigeminothalamic pathway is comprised of a combination of
crossed and uncrossed components. Thus, sensory information arising from one
whisker is mapped onto one barrellette in the brainstem, but the same information is

mapped bilaterally in the secondary relay in the thalamus and then in the cerebral

cortex.

Duplication and segregation of whisker maps.

Because afferents of one barrelette in the PrV carry functional information from one
whisker, one could expect that in the following sensory relay stations the information
arising from the homologous whiskers on each side of the brain would be mapped
side by side, maintaining topographic rules. However, quite unexpectedly, these
representations were separate, each being included in a distinct/autonomous map.
This indicated a high degree of segregation of afferents arising from the ipsi and
contralateral whisker pads/ PrV barrellette. The reason for this is unclear. It is unlikely
that segregation of the ipsi- and contralateral projections would be based on a
differential rhombomeric origin. Indeed a mixture of r2 and r3 derived
trigeminothalamic axons were identified within the ipsilateral thalamic representation.
Based on somewhat comparable segregation mechanisms in the visual system, one

may surmise that spontaneous neural activity in the trigeminothalamic pathway plays
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a role in this segregation. Spontaneous activity has been demonstrated in the
perinatal PrV (Ho and Waite, 1999; Waite et al., 2000), thus, one would expect that
the nearby cells in the PrV on each side would fire synchronously, whereas the
activity would not be synchronous between both sides of the brainstem. However, the
fact that within either the ipsi or contra whisker maps, topographic proximity is
maintained among whisker barrels of similar laterality, indicated that local “proximity”
cues among axons traveling together on each side may over-rule the topographic
cues in the target areas (as is the case in the olfactory system or in drosophila visual
system Luo and Flanagan, 2007). Thus the particular organization of the two
embedded whisker maps emphasizes an important characteristic of the
somatosensory system which combines two different mapping rules, the first being
the continuous topographic representation of the body surface, the second being an
organization into distinct functional units.

Orientation and competition of the representations.

Contrary to previous observations of experimental map duplication (Fukuchi-
Shimogori and Grove, 2001) the present orientation of the two whisker maps was
similar in the general rostrocaudal and mediolateral axes, indicating that matching
gradients of guidance molecules and their receptors was most likely unchanged. This
contrasts with the mirror image organization of the sensory maps obtained after
experimentally inducing novel source of molecular gradients in the somatosensory
cortex (Fukuchi-Shimogori and Grove, 2001). This also contrasts with observations of
map duplication in the visual system, caused by a change in the retinal axon crossing
at the midline (Petros et al., 2008), by lack of one eye (Trevelyan et al., 2007) or by

lack of one hemisphere (Muckli et al., 2009). However in the latter case the mirror
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image maps are probably due to a conflict between maintaining functionality and

mapping labels.

Since the initial description of the whisker “barrels” in the mouse primary
somatosensory cortex and their dependence on an intact sensory periphery (Van der
Loos and Woolsey, 1973; Woolsey and Van der Loos, 1970) the rodent trigeminal
pathway has been used as a model system to investigate mechanisms underlying
formation of orderly brain maps and their plasticity. Numerous studies showed that
infraorbital nerve lesions or whisker follicle damage during the first few days after
birth irreversibly alter or prevent formation of cortical barrels and whisker-specific
patterns in the subcortical stations (reviewed in (Erzurumlu and Gaspar, 2012)).
Furthermore, when a supernumerary whisker follicle develops on the snout a
corresponding neural representation or barrel also forms in the brain (Welker and
Van der Loos, 1986). Collectively, these findings underscored the role of sensory
periphery (the whisker pad) in dictating the patterning of neural elements in the brain.
More recent studies focused on the role of intrinsic cortical (or subcortical) molecular
gradients that delineate the position and the size of the sensory maps in the cortex
and confer specific identities to different populations of cortical neurons. Here we
show that a specific mutation that misdirects subpopulations of trigeminothalamic
projection neurons can lead to development of bilateral whisker maps in the thalamus
and neocortex, independent of the sensory periphery or the cortical positional cues.

While we do not know the functional/behavioral consequences of whisker map
duplication in the thalamus and neocortex, our results revealed competitive
interactions between the ipsi- and contralateral maps in the cortical territory.

Interestingly the polarity of the two maps in the cerebral cortex was similar in both the
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rostrocaudal and mediolateral orientations, indicating that the thalamocortical maps

orient essentially according to molecular gradients expressed in the cerebral cortex.

From a phylogenetic point of view our observations brings new perspectives on how
novel sensory representations emerge in evolution, with either parallel or mirror
image representations and unilateral or bilateral representations. In this respect our
observations are interesting to compare with mechanisms of eye-specific segregation
in the visual maps.In the mammalian visual system, ipsilateral and contralateral
visual inputs from both eyes segregate within distinct domains in the lateral
geniculate nucleus and in the cortex (Torborg et al., 2005). Activity-dependent
segregation of sensory inputs that do not normally innervate the same target region
has been demonstrated previously in the optic tectum of 3-eyed frogs (Constantine-
Paton and Law, 1978). Our results show for the first time that de novo bilateral maps
can be created for a sensory representation in which mixing of inputs from the two
sides normally does not occur. This suggests that the developmental program, which
controls the bilateral segregation of visual and auditory inputs is conserved and can
be activated in thalamic nuclei processing the somatosensory modality, with some
differences such as continuity in the visual map or discontinuities in the
somatosensory maps that may be the reflection of intrinsic functional differences
between these modalities. Although brain wiring largely relies on genetically encoded
processes our results further illustrate the remarkable plasticity of the mammalian
brain and its ability to accommodate changes in afferent wiring in evolution to create
new representations, and also its ability, in the context of developmental brain

disorders to compensate for major axon guidance defects that otherwise would lead
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to severe brain dysfunction (Jen et al., 2004; Muckli et al., 2009; Williams et al.,

1994).

Experimental Procedures

Mice

All animal procedures were carried out in accordance to institutional guidelines
(UPMC and INSERM). Mice were anesthetized with Ketamine (Virbac) and Xylazine
(Rompun). The day of vaginal plug is embryonic day 0 (EO) and the day of birth
corresponds to postnatal day 0 (PO).

The Robo3 conditional knockout, Krox20::Cre knock-in and Tau® lines were
previously described (Hippenmeyer et al., 2005; Renier et al., 2010; Voiculescu et al.,
2000). Unless otherwise mentioned, controls were Robo3°/*  or
Krox20::Cre;Robo3°** animals. Double heterozygotes were always similar to wild-
type mice. Mice were genotyped by PCR.

The following primers were used for genotyping: the conditional Robo3 allele 5'-CCA
AGG AAA AAC TTG AGG TTG CAG CTA G-3' and 5'-GAT TAG GGG AGG TGA
GAC ATA GGG-3', the Krox20::Cre 5-AGT CCA TAT ATG GGC AGC GAC-3'and 5'-
ATC AGT GCG TTC GAA CGC TA-3', the Tau®* : 5-GAG GGC GAT GCC ACC
TAC GGC AAG-3' and 5'-CTC AGG GCG GAC TGG GTG CTC AGG-3'. All PCR run
have 34 cycles with an annealing temperature of 58°C.

In the Tau®"" line, upon Cre recombination in neurons, the Stop cassette is excised
leading to the permanent expression of a myristoylated GFP in axons and of [3-
galactosidase in nuclei {Hippenmeyer, 2005 #3012}.

The r2::mCherry line was created by replacing the LacZ gene of the pKS-R-globin-

19



lacZ vector (BGZ40; (Studer et al., 1996) with a mCherry cassette (Clontech) using
homologous recombination. A r2-specific enhancer from the HoxaZ2 regulatory region
(Ren et al., 2002) was subcloned 5 of the [3-globin promoter using the restriction sites
Smal and Aval, thus generating the pR2::mCherry construct. pR2::mCherry was
linearized, purified and microinjected into the pronuclei of embryos. Founders were
identified by PCR using 5-GGT GTA CGC GGT TCT CAG AC-3" and 5°- TTA GCG
GCC GCA TTA CTT GTA-3" primers and r2-specific expression.

Primers for homologous recombination:

5°-CCT TCC AGA AGC AGA AGC GCG GCG CCA CCATGG TGA GCA AGG GGC
GAG GAT AAC A-3

5-TGG CCT GCC CGG TTA TTA TTA TTT TTT ACT TGT ACA GCT CGT CCA

TGC CG-3°

Histology and immunocytochemistry

Mice were perfused transcardially with a 4% PFA in 0.12mM phosphate buffer.
Cortices were flattened between microscope slides and post-fixed in 4% PFA and
vibratome (Leica) sectioned at 50um. Hindbrains and thalamus were post-fixed in 4%
PFA, cryoprotected in 30% sucrose and sectioned at 35um with a freezing microtome
(Microm).

For Cytochrome oxidase staining (Melzer et al., 1994), sections were incubated at
room temperature for 24 hours in 10% sucrose, 0,3g/L cytochrome c¢ from equine
heart (Sigma), 0,02g/L catalase from bovine liver (Sigma) and 0,25g/L DAB (Sigma).

GFP was not affected

The endogenous fluorescence of the GFP in Krox20::Cre;Tau
after the treatment and could be imaged on the same sections, however the GFP

signal was further enhanced by immunostaining, as follows:
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For immunohistochemistry, neonatal and adults brains were processed as described
previously (Marillat et al., 2002). The following primary antibodies were used: guinea
pig anti-Vglut2 (1:1000, Millipore), rabbit anti-BGal (1:1000, Cappel), rabbit anti-c-fos
(1:1000, Santa-Cruz), rabbit anti-GFP (1:300, Invitrogen), chicken anti-GFP (1:800,
Abcam). The following secondary antibody were used: Donkey Anti-Mouse, Anti-
Rabbit and Anti-Guinea pig coupled to CY3 or CY5 (1:600, Jackson Laboratories),
Donkey Anti-Mouse, Anti-Rabbit and Anti-Chicken coupled to Alexa Fluor 488 (1:600,
Invitrogen). Sections counterstained with Hoechst 33258 (10 ug ml™', Sigma)

Sections were examined with a fluorescent microscope (DM6000, Leica) equipped
with a CoolSnapHQ camera (Roper Scientific), a confocal microscope (FV1000,

Olympus), or a slide scanner (Nanozoomer, Hamamatsu).

In situ hybridization

Antisense riboprobes were labeled with digoxigenin-11-D-UTP (Roche Diagnostics)
as described previously (Marillat et al., 2002) by in vitro transcription of mouse
cDNAs encoding robo3 or an exon specific probe of robo3 targeting the floxed region
(Renier et al., 2010).

Dil tracing

4% PFA fixed P4 pups were injected with small crystals of 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil, Invitrogen) and 4-(4-
(dihexadecylamino)styryl)-N-methylpyridinium iodide (DiA, Invitrogen) using glass
micropipettes. For anterograde tracing, the dye crystals were injected unilaterally in
the PrV. For retrograde tracing of the PrV nuclei, the cortices were removed to

expose the thalamus and Dil or DiA crystals were at the level of the VPM.
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Brains were kept at 37°C for 4 weeks. Brains were cut in 80 um sections with a
vibratome (Leica) and counterstained with Hoechst.

Infra-orbital nerve lesions

PO-P1 pups were cold anesthetized, and an incision was made between the whisker
pad and the eye. The nerve was cut with scissors under a dissecting scope. The

pups were allowed to recover for 10 days and then perfused.

c-fos expression and whisker activity

P20-P30 mice were anesthetized with ketamine, and all whiskers were trimmed on
the left side. In different experiments, either all whiskers were spared on the right
side, or only selected whisker rows or arcs were spared. Mice were allowed to
recover from anesthesia for 6 to 12 hours, and then left alone in a large (1m x 60cm)
‘enriched” cage in the dark for 1 hour before being perfused and processed for c-fos

immunostaining.

Quantifications and statistical analysis

Areas were calculated with NDPview (Hamamatsu) from cytochrome oxidase
staining at P10 or Vglut2 stainings when done in adults. For quantification of map
areas from P10 flattened cortices, the surface in controls was limited to the first 4
barrels in row A, 4 in row B, 6 in row C, 7 in row D and 8 in row E. In
Krox20::Cre;Robo3°*"* mutants, the central (ipsi) map area comprises the domain
bordered by a thick Vglut2-negative boundary. The peripheral (contra) map area was
limited to the barrels located immediately above and below the border of the central
ipsi map. To determine individual barrel areas in adults, only the largest

unambiguous barrels were measured (first 3 barrels for rows E,D,C and first barrels
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for rows A and B). Areas where assessed on the tangential section showing the most
complete map of the PMBSF.

The areas of the VPM nucleus were calculated with NDPview from frontal sections of
P4 Krox20::Cre;Tau®™ mice stained with cytochrome oxidase and immunostained
for GFP, at a mid-level of the VPM, where the barreloids organization was the most
obvious.

Results are presented as means + SEM. Differences of the means between two
sample sets were assed by two-tailed non-parametric Mann-Whitney test. Statistics

were carried out with Prism (Graphpad software).
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Figure legends

Figure 1. Rewiring of r3 and r5 hindbrain to midbrain/forebrain projections in
Krox20::Cre;Robo3"°* mice.

(A) schematic representation of the mouse whisker to barrel somatosensory pathway.
(B) Top panels: coronal sections at r3 level in E12 embryos hybridized with a robo3

probe. No staining is observed in Krox20::Cre;Robo3"*

mice in r3. Trigeminal
ganglion (V) neurons do not express Robo3. Bottom panels: coronal sections at r3
level in E13 Krox20::Cre;Robo3°"*;Tau®" or Krox20::Cre;Robo3*"*; Tau®™”
embryos stained for GFP. GFP+ commissures are strongly reduced in mutants, but a
few axons are still crossing (arrows). (C) Cytochrome oxidase staining, and RGal co-
Immunostaining of coronal sections of P4 Krox20::Cre;Robo3°"*;Tau®* or
Krox20::Cre;Robo3"**;Tau®"" brains at the level of the PrV, showing the
barrellettes. Rows A to E are indicated. The barellette patterns and RGal+ cells
distribution is similar in Control and Krox20::Cre;Robo3** mutant mice. aVCN:
anterior Ventral Cochlear Nucleus. (D) flat-mount view and scheme of the hindbrain
of E12 Krox20::Cre;Robo3°"*;:Tau®" or Krox20::Cre;Robo3°"**;Tau®" embryos.
Commissures are strongly reduced at r3 and r5 levels in mutants but a subset of

axons still cross in r3 (arrowheads). GFP+ axons still project rostrally towards the

midbrain.

Figure 2. Organization of the projections to the VPM

3lox/+ GFP

(A) Whole-mount immunostaining for GFP in Krox20::Cre;Robo ;Tau™" and
Krox20::Cre;Robo3°**;Tau®" P4 brains. Dorsal projections (left) and lateral
projections (right) are shown for each case. The Trigemino Thalamic tract has been

color-coded in gray, while the rest of the GFP signal is in red. (B) Coronal sections of
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P4 mouse brain through the sensory thalamus (VPM) stained for cytochrome oxidase.
In Krox20::Cre;Robo3°"*; Tau®" mice, GFP+ axons project to the barreloid area of
the VPM (rows A-E are indicated). In Krox20::Cre;Robo3°"°*; Tau®"" mice barreloids
are found in two regions, a lateral one containing most of the GFP+ axons and a
medial one (arrows) containing only a few patches of GFP axons. (C) P4 mice
injected bilaterally with Dil and DiA at the level of the PrV nucleus. Sections were
collected at the level of the VPM. In controls, the PrV-VPM projection is entirely
crossed. In mutants, the VPM receives bilateral inputs from the ipsilateral and
contralateral PrV. (D) P4 hindbrains cross sections at the level of the PrV in controls
and mutants after unilateral injections of DiA and Dil in the VPM (depicted in the
schematics). In controls, PrV are labeled by the dye injected in the contralateral VPM.
In mutants, the dorsal PrV also has only contralaterally labeled neurons, whereas the

ventral PrV contains interspersed ipsilaterally and contralaterally labeled neurons.

Figure 3. Structure of the VPM maps revealed by ION lesions

Whole-mount  scans of cleared P8  Krox20::Cre;Robo3°"*;Tau®" and
Krox20::Cre;Robo3°*; Tau® brains immunostained for GFP. Optical sections and
3D oblique projections are presented. (A) Control and mutant brains, ION intact. The
oblique projection reveals the barreloids topographic organization in controls (left
panels) or mutants (right panels). For the mutant, the domains from GFP dense
axons (green) and GFP patched axons (red) were manually segmented. (B) Control
and mutant brains, unilateral ION lesions. The data are presented the same way as
in A. On the side contralateral to the lesion, the barreloids are fused in the control
brains (n=3), while only the barreloids from the patched axons are fused (red). The

GFP dense cluster still has barreloids visible. On the side ipsilateral to the lesion, the
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control brains show apparent barreloids, while only the patched GFP axons (red)
have them in the mutants. The GFP dense axons (green) reveal a fused map. (C)
Expansion and retraction of the VPM domains in Krox20::Cre;Robo3°"*;Tau®" P8
brains after lesions. (D) Model of the VPM organization.

3IOX/IOX m i ce.

Figure 4. Bilateral inputs to the barrel cortex in Krox20::Cre;Robo
(A) tangential sections through the barrel cortex from P10 mice stained for
cytochrome oxidase or anti-Vglut2. Barrels are more numerous and smaller in
mutants. The black dotted line indicate a clear boundary delimiting two regions within
the large whisker representation. (B) After unilateral whisker trimming in adults : only
the contralateral cortex receives normal sensory, while the ipsilateral cortex is
sensory-deprived. Flat-mount of S1 and coronal transverse sections in whisker-

390X controls, c-fos

deprived adult mice immunostained for Vglut2 and c-fos. In Robo
staining is high contralateral to the intact whiskers, whereas in
Krox20::Cre;Robo3°”* mutants, c-fos expression is induced bilaterally in
complementary domains processing ipsilateral and contralateral inputs. (C) Flat-
mount of S1 in whisker-deprived adult mice immunostained for Vglut2 and c-fos. (D)
schematic representation of the whisker map deduced from c-fos activation patterns.

32X mutants mice.

(E) General model for the wiring of the Krox20::Cre;Robo
Figure 5 Activity-dependent competition between ipsilateral and contralateral
inputs in mutant barrel cortex

(A) cytochrome oxidase staining of P10 cortices after unilateral lesion of the infra-
orbital nerve at P1. In controls, the barrels do not form in S1 contralateral to the

lesion, whereas a normal map is seen on the ipsilateral side. In
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Krox20::Cre;Robo3°”°* mutants, contralateral to the lesion, barrels form in the
domain processing ipsilateral inputs and ipsilateral to the lesion a barreless region is
noted in the domain processing ipsilateral inputs. (B) Whole-mount c-fos
immunostaining and imaging of adult brains after unilateral stimulation of the rows A,
C and E, manually segmented by cortical layers. The pattern in the lower right panel
show the spread of c-fos+ cells between active rows, but no spread from the

contralateral map to the adjacent ipsilateral map.

Supplementary Figure 1

Normal organization of the principal trigeminal nucleus (PrV) in
Krox20::Cre;Robo3'°* mice

(a-d) Cytochrome oxidase staining of coronal sections of P4 brains at the level of the
PrV, showing the barrellettes. Rows A to E are indicated. The barellette pattern is
similar in Control and Krox20::Cre;Robo3°** mutant mice. 5m: Trigeminal motor
nucleus, d: dorsal PrV, v: ventral PrV. (e,f) Coronal sections at the level of the PrV in
adults Krox20::Cre;Robo3*"*;Tau®", stained with anti NeuN and anti RGal. RGal-
and NeuN+ cells can be found in the ventral PrV (arrowheads).

Scale bars, 400um (a, ¢); 100um (b, d); 200um (e); 50um (f)

Supplementary Figure 2

3IOX/IOX m i ce

Abnormal organization of the barrel cortex in Krox20::Cre;Robo
Barrels cortices of adult mice stained with anti-VGLUT2. Left and right cortices of the

same animals are presented, showing the similarities in the shape of the map
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processing ipsilateral inputs (delineated by the dashes line) and contralateral inputs
in Krox20::Cre;Robo3°”"** mice.

Scale bars, 200um

Supplementary Figure 3

Surface of individual barrels in Robo3°*"°* and Krox20::Cre;Robo3"°*"°* mice
Individual barrels were matched with c-fos activity and surfaces were quantified on 6
Krox20::Cre;Robo3°*"** adult mice and 4 Robo3*”°* and compared using ANOVA

and Bonferroni Post-test. ns: p>0.05; *: 0.05<p<0.01; **: 0.01<p<0.001.
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SUMMARY

Clearing techniques have been developed to trans-
parentize mouse brains, thereby preserving 3D
structure, but their complexity has limited their
use. Here, we show that immunolabeling of axonal
tracts followed by optical clearing with solvents
(3DISCO) and light-sheet microscopy reveals brain
connectivity in mouse embryos and postnatal
brains. We show that the Robo3 receptor is selec-
tively expressed by medial habenula axons forming
the fasciculus retroflexus (FR) and analyzed the
development of this commissural tract in mutants
of the Slit/Robo and DCC/Netrin pathways.
Netrin-1 and DCC are required to attract FR
axons to the midline, but the two mutants exhibit
specific and heterogeneous axon guidance de-
fects. Moreover, floor-plate-specific deletion of
Slit ligands with a conditional Slit2 allele perturbs
not only midline crossing by FR axons but also
their anteroposterior distribution. In conclusion,
this method represents a unique and powerful im-
aging tool to study axonal connectivity in mutant
mice.

INTRODUCTION

3D imaging of solvent-cleared organ (3DISCO) is a simple sol-
vent-based clearing method used for transparentizing the brain
of adult transgenic mice expressing fluorescent proteins such as
GFP (Erturk et al., 2012a) and Alexa-conjugated axonal tracers
(Erturk et al., 2012a, 2012b). In combination with light-sheet fluo-
rescence microscopy (LSM), 3DISCO allows one to quickly
generate 3D images of axonal tracts (Dodt et al., 2007; Ertirk
et al., 2012a, 2012b). However, the fluorescence of GFP and
related proteins rapidly vanishes after clearing. A handful of

clearing methods using solvent-free reagents have since been
described with which the fluorescence is better preserved
(Chung et al., 2013; Hama et al., 2011; Ke et al., 2013; Susaki
et al., 2014; Yang et al., 2014), but they are more complex tech-
nically. Clearing takes several days or even weeks and requires
large volumes of expensive reagents, such as polymers, that
impregnate the samples. Moreover, the number of fluorescent
mouse lines that have been validated with these methods is still
limited (in most cases, only Thy1-YFP transgenic lines were
tested), and in any case, using them to study axonal projections
in mutant mice would require time-consuming intercrosses.
Therefore, we reasoned that there was still a need for simple,
rapid, and inexpensive methods to clear and image brain
samples.

We first thought that performing whole-mount immunostain-
ing prior to clearing could be a good strategy, as this would
alleviate the use of fluorescent reporters. Immunostaining is
compatible with clarity (Chung et al., 2013), CUBIC (Susaki
et al., 2014), and PACT (Yang et al., 2014) but is performed after
clearing and therefore lengthens these procedures. We show
here that 3DISCO clearing can be performed after whole-mount
immunostaining on embryo or postnatal brain and preserves
the activity of fluorescent dyes for several months. We also
show that Robog3, a receptor of the roundabout family (Sabatier
et al., 2004), is a unique marker of medial habenula (mHb)
axons, which extend through the fasciculus retroflexus (FR) to
the interpeduncular nucleus (IPN; Beretta et al., 2012). The FR
exists in all vertebrate embryos (Figdor and Stern, 1993) and
primarily targets the IPN, an unpaired structure extending
across the ventral midline at the midbrain/hindbrain boundary
(Beretta et al.,, 2012). FR axons pathfinding in the thalamus
is controlled by Sema3F/Neuropilin-2 repulsion (Chen et al.,
2000; Sahay et al., 20083). In vertebrates, the behavior of FR
axons at the ventral midline is rather unique, as they cross it
multiple times (Ramon y Cajal, 1911; Bianco et al., 2008; lwa-
hori et al., 1993). Surprisingly, the role of guidance cues such
as Slits and Netrin-1 in midline crossing of FR axons had not
been studied.
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Figure 1. Immunolabeling and 3DISCO Clearing of E11-E13 Embryos

(A-D) E12 mouse embryos labeled with anti-ChAT (A, C, and D) and anti-TAG-1 (B and C) antibodies. (A) Ventral view of the spinal cord motor columns and the

motor projections in the rib cage and forelimbs (fl). (B and C) Side view. TAG-1 (B) labels sensory projections in the periphery, such as the trigeminal nerve (V) and

dorsal root ganglia (arrowheads), and commissural axons in the hindbrain and spinal cord (arrow). (C) Overlay of ChAT and TAG-1 immunostaining. (D) High

magnification of motor innervation in the forelimb.

(E) Ventral view of the brain of an E13 embryo labeled with anti-Foxp2 antibodies. The entire expression pattern of FoxP2+ neurons can be observed in a single

brain. Foxp2 is highly expressed in the inferior olivary nucleus (ION), Purkinje cells in the cerebellum (Cer), neocortex (Cx), and anterior olfactory nucleus (AON).
(legend continued on next page)
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RESULTS

Immunolabeling of Mouse Embryos Is Compatible with
3DISCO Clearing

First, we tested the technique on embryonic day 12 (E12)-E14
mouse embryos immunostained with antibodies against choline
acetyl transferase (ChAT) to label motor projections and
transient axonal glycoprotein 1 (TAG-1/Contactin-2), which is
expressed by many axons (Yamamoto et al., 1986), including
sensory ganglia axons (Figures 1A-1D). The precise 3D pattern
of motor and sensory projections could be visualized, including
oculomotor nerves and limb innervation (Movies S1, S2, and S3).
Postacquisition treatments using Imaris allowed us to obtain
high-resolution images of regions of interest. The samples, or
part of it, such as a limb (Figure 1D; Movie S4), could be optically
sliced in all orientations, thereby allowing one to generate
classic sagittal, horizontal, and coronal sections with a single
embryo. Next, we used anti-FoxP2 (forkhead box P2) antibody,
which recognizes a transcription factor expressed by neurons in
multiple brain areas (Ferland et al., 2003; Fujita and Sugihara,
2012). The comprehensive distribution of FoxP2 immunore-
active nuclei was revealed (Figure 1E). Notably, automatic 3D
counting of the number of FoxP2+ neurons could also be done
(data not shown).

Transgenic mice expressing fluorescent proteins are increas-
ingly used to study axonal circuits and gene expression patterns.
To determine if the quenching of fluorescent proteins after
3DISCO could be overcome by antibody staining, we performed
anti-GFP staining. Tau-lox-Stop-lox-mGFP-IRES-nls-lacZ mice
(Tau™@), which express a membrane-tethered GFP in axons
following Cre-mediated recombination (Hippenmeyer et al.,
2005), were crossed with Wnt1:Cre mice. In this line, Cre recom-
binase is targeted to some hindbrain and spinal cord commis-
sural neurons and sensory ganglia (Danielian et al., 1997). In
E11.5 Wnt1:Cre;Tau®™ embryos, GFP-immunoreactive axons
could be followed throughout the CNS and peripheral nervous
system (Figures 1F and 1G; Figure S1A; Movies S5 and S6). Like-
wise, anti-dsRed immunostaining was performed on E14 Pif1a:
Creff™:R0sa2697°™3%° embryos that had received tamoxifen
at E12.5. In this line, Cre is activated upon tamoxifen injection
in subsets of neurons in the CNS (Kopinke et al., 2012), and
this induces the expression of a red fluorescent protein from
the Tomato transgene inserted into the ubiquitous Rosa locus
(Madisen et al., 2010). After anti-dsRed immunostaining and
clearing, the distribution of Tomato-positive neurons, derived
from Ptf1a+ progenitors, could be observed, including Purkinje
cells in the cerebellum (Figure 1H). This showed that 3DISCO,
in combination with immunostaining, can bypass the problem
of native fluorescence instability. Last, we performed immuno-
staining against Robo3, a transmembrane receptor of the round-

about family, transiently expressed by commissural axons in the
mouse hindbrain and spinal cord (Marillat et al., 2002; Sabatier
et al., 2004). In the E11 spinal cord, the whole array of commis-
sural axons crossing the floor plate was observed in the spinal
cord and hindbrain (Figure 1l; Figure S1B; Movies S7 and S8).

Robo3 Is a Selective Marker of the Fasciculus
Retroflexus

We next performed whole-mount anti-TAG1 immunostaining on
E16 brain and could observe that the 3D framework of TAG-1+
axons such as the lateral olfactory tract, anterior commissure,
and commissural axons in the hindbrain (Figure 2A). By contrast,
at E16, Robo3 was still detected in the hindbrain, such as in late-
migrating pontine neurons, but it was absent from the forebrain
(Figure 2B; Movie S9). Surprisingly, only the FR was immunore-
active for Robo3 in the diencephalon (Figures 2B-2E). Robo3
was only expressed in the mHb, as previously described (Quina
et al., 2009; Schmidt et al., 2014; data not shown). FR axons
cross multiple times and zigzag at the ventral midline (Ramon y
Cajal, 1911; lwahori et al., 1993 ; Bianco et al., 2008). This feature
was seen on 3D images and following optical slicing (Figure 2E;
Movie S10). The presence of Robo3 in E16 FR axons, which
reach the ventral midline around E13-E14 (Funato et al., 2000),
was unexpected, as this receptor is usually downregulated in
postcrossing axons (Marillat et al., 2002; Sabatier et al., 2004).
Tissues shrink after clearing with 3DISCO (Ertlrk and Bradke,
2013), but the FR length (Figure S1C) was similar between E16
brains (862.9 um + 10.5 SEM; n = 20 E16 brains; p = 0.93;
one-sample t test). It was also equivalent between the right
(867.1 pm + 14.8 SEM) and left (858.7 um + 15.3 SEM; p =
0.34; paired t test) side. This demonstrates that the shrinkage
is homothetic and that comparing relative dimensions between
cases is possible. Although LSM is the most rapid and efficient
method to image cleared samples (see also Tomer et al.,
2014), confocal microcopy could be used (Figure S1D). Lastly,
the same sample could be imaged several times without sig-
nificant quenching of the fluorescence, which was only slightly
diminished 6 months after clearing (Figure S1E). We next at-
tempted to perform whole-mount Robo3 immunostaining and
3DISCO clearing on postnatal brain (postnatal day 0 [PO] and
P5). This revealed that FR axons still expressed high levels of
Robo3 and that no other tracts were labeled in the CNS (Figures
2F-2H). However, Robo3 was not expressed in the adult mHb
(data not shown). The FR could also be stained with anti-
bodies against the netrin-1 receptor deleted in colorectal cancer
(DCC) and TAG-1 (Figures 2J and 2K; Figure S1F), as previously
shown (Wolfer et al., 1994; Yamamoto et al., 1986; Funato et al.,
2000; Schmidt et al., 2014). Therefore, we next studied FR
structure in a collection of knockout mice for axon guidance
molecules involved in midline crossing.

(F and G) Side views of an E11.5 Wnt1:Cre; Tau™®"" embryo labeled with anti-GFP. The oculomotor nerve (lll) and trigeminal axons (V) are seen in (F). (G) High
magnification of the spinal cord showing axons from dorsal root ganglia neurons (arrowheads) and the dorsal root entry zone (drez).

(H) Dorsal view of the brain an E14 Ptf1a:Cret"™;Rosa’™® embryo injected with tamoxifen at E12.5 and immunostained with anti-dsRed. The distribution of
Tomato+ neurons originating from E12.5 Ptf1a+ progenitors is seen, including a subset of cerebellar Purkinje cells (PC), cells in the hindbrain (Hb), and ventral

diencephalon (Vd).

(I) Dorsal view of the spinal cord of an E11 mouse embryo stained with anti-Robo3 antibodies. The commissural axons are seen crossing the floor plate (arrow).
Scale bars represent 100 um (I), 150 um (G), 200 um (D), 300 um (E and H), 400 um (A-C), and 600 um (F).
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Figure 2. Robo3 Labeling and 3DISCO Clearing Is a Unique Tool to Study the Development of the Fasciculus Retroflexus

(A) Ventral view of an E16 brain stained with anti-TAG-1. TAG-1 is expressed in the lateral olfactory tract (LOT), anterior commissure (AC), optic nerve (ON),
fasciculus retroflexus (FR), pontine neurons (PN), and trigeminal axons (V).

(B) Ventral view of an E16 brain stained with anti-Robo3. Migrating pontine neurons (PN) are seen in the hindbrain, and only the FR is labeled in the diencephalon.
The arrowhead indicates the medial habenula.

(C—E) Robo3 immunostaining of the FR of an E16 embryo in ventral (C), lateral (D), and caudal (E) views. Axons from the medial habenula (mHb) project via the FR
to the interpeduncular nucleus (IPN). Pontine neurons (PN) also express Robo3.

(F-H) Robo3 immunostaining on a P5 brain. The FR is the only tract labeled. Dorsal view (F), lateral view (G), and higher magnification of the IPN level (H) are
shown.

(I-K) Lateral (I and J) and dorsal (K) views of the FR of E16 embryos labeled with antibodies against DCC (l), TAG-1 (J), or TAG-1 and Robo3 (K). Note in (K) that FR
axons coexpress TAG-1 and Robo3.

Scale bars represent 50 um (E), 100 pm (K), 150 pum (I), 200 um (C, D, G, and J), 300 um (A), and 500 pm (B, F, and H).
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3D Analysis of the Development of the FR in Midline
Guidance Mutants

Previous studies showed that Netrin-1 attracts FR axons and
that the FR is disorganized in Netrin-1 and DCC mutants (Funato
etal., 2000; Schmidt et al., 2014). However, the phenotypic anal-
ysis of Netrin-1/DCC knockout embryos was done on cryostat
sections that only provide an incomplete visualization of the
guidance defects. Robo3 immunostaining and 3DISCO clearing
revealed that the FR was severely perturbed in E16 DCC and
Netrin-1 knockout embryos (n = 8 and n = 6, respectively). Inter-
estingly, this method allowed us to compare FR axonal defects
between cases and score embryos as done in invertebrate spe-
cies and zebrafish. In each case, the position and orientation of
all the Robo3+ fascicles was determined.

In all DCC knockout embryos (n = 8/8), a large axonal bundle
projected rostrally from the mHb instead of caudally and a sec-
ond one grew along the normal pathway to the IPN level (Figures
3D-3I; Movie S11). These axons passed the IPN and extended
along the midline. Floor plate crossing was severely reduced in
all cases, although a few axons still crossed in six of eight cases
(Figure 3F; Figures S2D and S2E). In five of the eight embryos,
a small tract projected dorsally from the mHb and aberrant
crossing of the dorsal midline at the level of the mHb was
observed. Overall, the embryos could be grouped in two main
categories (containing five and three embryos, respectively)
based on their combination of axonal defects.

Next we studied Netrin-1 knockout embryos (Figures 3J-30).
The spectrum of Robo3+ FR axon guidance defects was distinct
from DCC knockouts. Compared to a single tract in wild-type
(n = 5/5) and Netrin-1*'~ (n = 7/7) embryos, the mHb projections
were strongly defasciculated in Netrin-1~/~ embryos (n = 6/6),
but cases were heterogeneous. In five out of six Netrin-1~'~ em-
bryos, a fascicle failed to grow toward the midline and projected
caudally from the mHb, and in two out of six cases, a small tract
extended rostrally from the mHb (Figures 3J-30; Movie S12).
Like in DCC knockouts, dorsal midline crossing was observed
(four out of six cases; Figures S2B and S2C). All other axons
extended along the normal FR pathway, but one or two large fas-
cicles left the main tract dorsally before the IPN. The remaining
axons reached the IPN and formed a commissure (six out of
six embryos) from which a few axons extend pass the IPN
parallel to the ventral midline (two out of six). In a single embryo
(Figures 3M-30), a fascicle of axons extended ventrorostrally
instead of caudally when approaching the IPN. These data
show that although a pattern of FR axon guidance defects could
established, their combination was almost unique to each em-
bryo. This confirms that Netrin-1 and DCC play a major role in
FR axon guidance but indicates that their role is not limited to
floor plate crossing.

Habenula neurons and FR axons express Robo1 and Robo2
receptors and Slit ligands (Marillat et al., 2002; Schmidt et al.,
2014), but the consequence of Slit or Robo loss of function on
FR development had not been studied. Therefore, we applied
our clearing procedure to the analysis of FR organization in Slit
and Robo mutants. In Robo~'~;Robo~'~ double knockouts
(n = 6), FR axons formed a single tract and reached the IPN (Fig-
ures 4A-4C; Movie S13), where they defasciculated into smaller
bundles. Some axons crossed the midline, but many remained

on the ipsilateral side without extending further caudally (n = 6/
6). In only one embryo, a few axons crossed the dorsal midline
at the level of the mHb (data not shown). Next, we used anti-
Tag1 immunostaining to study the organization of FR projections
in Robo3 knockouts (n = 3). FR axons extended to the IPN level
and crossed the floor plate (Figures 4D-4F; Movie S14), but they
next turned back toward the midline and coalesced at the
midline. Together, the FR wiring defects in Robo mutants were
unexpected and distinct from what has been described for other
commissural tracts (see Discussion). We next studied various
combinations of Slit knockouts, including a conditional Siit2/*
allele. To delete Slit2 from the floor plate, S/it2'° mice were
crossed to the Shh:Cre line, in which Cre is highly expressed
throughout the floor plate. In S/it7 '~ knockouts (n = 1) and single
and compound heterozygous controls (n = 3), Robo3+ FR axons
projected as in wild-type embryos (Figures 4G-4l1 and data
not shown). However, severe midline crossing defects were
observed in Shh:Cre;Slit1~/~;Slit2"°* and Shh:Cre;Slit1~';
Slit2'ox/1°x-git3~/~ embryos (n = 2 for each genotype). In both mu-
tants, FR axons projected to the IPN, but their growth at the
midline was perturbed. In Shh:Cre;Slit1~'~;Slit2"*"* embryos,
FR axons defasciculated at the IPN level but then followed the
floor plate in both directions (Figures 4J-4K; Movie S15) toward
the diencephalon or hindbrain. In Shh:Cre;Slit1~/=;Slit2'>"ox;
Slit3~'~ embryos, each FR divided into two branches that
crossed the midline and joined axons from the contralateral
FR to form two commissures. In addition, a bundle of axons
escaped the anterior commissure to grow along the ventral
midline (Figure 40; Movie S16). Together, these results show
that 3DISCO clearing after whole-mount immunostaining reveals
unexpected axonal defect in midline mutants.

DISCUSSION

Whole-Mount Immunostaining and 3DISCO Clearing: An
Optimal Recipe for Studying Brain Connectivity?
Embryos from most invertebrate species, such as Drosophila or
C. elegans, or some vertebrates, including zebrafish or Xenopus,
are optically transparent. Therefore, one can visualize and recon-
struct entirely axonal tracts and their arborization using specific
transgenes or whole-mount immunostaining. This has facilitated
the phenotypic characterization of axon guidance mutants and
large-scale genetic screens (Baier et al., 1996; Kolodkin et al.,
1993; Seeger et al., 1993; Zallen et al., 1998). By contrast,
mammalian embryos and postnatal brains are opaque and cur-
rent imaging techniques mostly restrict the 3D analysis of axonal
connections to young embryos or brain samples at immature
stages. Older brains need to be cut, which is time consuming
and only provides fragmentary information on brain connectivity.
Serial electron microscopy was used to reconstruct neuronal
networks in small pieces of tissue (Helmstaedter et al., 2013),
but the technique is still in its infancy and inaccessible to most
laboratories. Using it for genetic screens or to assess interspeci-
men variability would also be extremely challenging.

A few forward genetic screens for axon guidance mutants
have been performed in mice using N-ethyl-N- nitrosourea muta-
genesis (Lewcock et al., 2007; Merte et al., 2010) but restricted to
E11.5-E12.5 embryos. We show here that our imaging method is

Cell Reports 9, 1-11, November 20, 2014 ©2014 The Authors 5

OPEN

ACCESS
CellPress




Please cite this article in press as: Belle et al., A Simple Method for 3D Analysis of Immunolabeled Axonal Tracts in a Transparent Nervous System, Cell
Reports (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.celrep.2014.10.037

OPEN

ACCESS
CellPress

Lateral =1 ventral

Dorsal

Figure 3. Diversity of FR Axon Guidance Defects in Netrin-1 and DCC Knockouts

Robo3 immunostaining and 3DISCO clearing on E16 DCC*'~ (A-C), DCC~'~ (D), Netrin-1~/~ (J-O) embryos imaged by LSM. Lateral, oblique, ventral, and dorsal
views and caudal views at the IPN level (IPN) are shown.

(A-C) Normal FR in a DCC*'~ embryo.

(D-F) Organization of FR axons in one DCC™~ mutant (#1). An abnormal tract develops rostrally (1) and another one caudally (2). Other FR axons (3) reach the IPN,
but only a few cross the midline (arrowhead in F). Note that many axons cross the dorsal midline at the level of the habenula (arrowhead in E).

(G-) FR defects in another DCC ™'~ embryo (#2). The rostral tract is also present (1). Other FR axons reach the IPN (3) but fail to cross the midline (arrowhead in I).
Axons do not cross the dorsal midline (arrowhead in H).

(legend continued on next page)
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fast, inexpensive, and scalable enough for processing a large
number of embryos. Moreover, it is compatible with multiple la-
beling and therefore several types of axonal tracts can be stained
in a single embryo. The procedure is technically simple and does
not require any specific device (perfusion is not even needed).
Another main advantage of this immunostaining/clearing proce-
dure over existing ones is its low cost (about 10 Euros [€] per
sample, including 3€ of antibodies and only 3.5€ of clearing so-
lutions), which can be reduced if several embryos are processed
simultaneously. Last, brains and embryos can be stored for
weeks before staining and after clearing. As with every immuno-
histochemical procedure, the staining protocol will have to be
optimized for each antibody and specific needs. Our work also
confirms that LSM is a very powerful imaging technique for 3D
analysis of brain connectivity.

Unique Features of Midline Guidance in the Habenular
System

The habenular complex is an important relay between the limbic
forebrain and caudal brain nuclei, in particular monoaminergic
ones (Herkenham and Nauta, 1979; Hikosaka, 2010). The medial
habenula project mostly to the IPN (Kuhar et al., 1975) and plays
a role in nicotine intake (Fowler et al., 2011) and anxiety (Yama-
guchi et al., 2013), among other emotional behaviors. The habe-
nula has fascinated neuroatomists for being an asymmetric brain
structure in most vertebrate species, excepting mammals. This
lateralization (in size, neurotransmitter content, and connectivity)
is most obvious in anamniotes, including fish (Amo et al., 2010).
In zebrafish, the axons from both sides cross the midline multiple
times in a different pattern depending on their lateral origin in the
dorsal habenula (Bianco et al., 2008). This unusual, and seem-
ingly unique, midline recrossing behavior was also described in
mammals (Ramony Cajal, 1911; lwahori et al., 1993). This raised
the question of the underlying axon guidance mechanisms, as
in other commissural systems, midline recrossing is prevented
(Chédotal, 2011). We show here that Slit/Robo signaling plays
a major role in the control of midline recrossing. Although FR
pathfinding to the midline is not affected in Robo1/2, Robo3
knockouts or in mice lacking all Slit expression at the floor plate,
their final arborization is severely perturbed. Midline recrossing
is strongly reduced in Robo1/2 double knockouts. This is
somehow counterintuitive, as one would have expected axons
to recross or coalesce at the midline, as described in other
commissural systems (Farmer et al., 2008; Jaworski et al.,
2010). Likewise, the FR phenotype of Robo3 knockout is
unexpected, as axons cross the midline and even fail to leave
it. Moreover, Robo3 is still expressed by FR axons several
days after they crossed the midline, unlike in other commissural
systems (Marillat et al., 2004; Sabatier et al., 2004). The analysis

of Slit triple knockouts also reveals that Slits control the defasci-
culation of FR axons at the midline and prevent them from
growing caudally and rostrally, thereby confining them to the
IPN level.

By contrast, the analysis of Netrin-1 and DCC knockouts dem-
onstrates that they are essential for guiding FR axons to the
midline and promoting crossing. However, they also favor FR
axon fasciculation and prevent axons from crossing the dorsal
midline or from extending rostrally, as previously described
(Schmidt et al., 2014). The distinct fascicles that form in these
mutants might reflect the molecular diversity of the adult medial
habenula (Yamaguchi et al., 2013). This heterogeneity of guid-
ance defects is unlikely to rely on a differential expression of
uncb receptors in mHb neurons, as they only express uncba,
and homogeneously (van den Heuvel et al., 2013).

Interestingly, the spectrum of axon defects is specific for each
mutant line, and a common signature of pathfinding errors
can be established. However, a clear interindividual variability
exists in each knockout line. For Netrin-1 knockouts, this could
be related to a hypomorphic allele (Serafini et al., 1996), but
this should not be the case for the other mutants. This suggests
that FR axon rewiring in these mutant is partially stochastic.

In conclusion, this method will facilitate the development
of large-scale forward genetic screens and of 3D atlases of
immunolabeled tissues. It will be a valuable tool to implement
ongoing initiatives aimed at establishing the brain connec-
tome (see, for instance, http://connectivity.brain-map.org/ and
http://www.gensat.org/index.html).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mouse Strains and Genotyping

Netrin-1 (Serafini et al., 1996), DCC (Fazeli et al., 1997), Robo3 (Sabatier et al.,
2004), Slit1/Slit2 (Plump et al., 2002), Slit3 (Yuan et al., 2003), Robo1 (Long
et al., 2004), Robo2 (Grieshammer et al., 2004) and S/it2"** (Gibson et al.,
2014) knockouts and Shh:Cre (Harfe et al., 2004), Ptfla:Cre"™ (Kopinke
et al., 2012), Wnt1:Cre (Danielian et al., 1997), Tau®" (Hippenmeyer et al.,
2005), and Rosa26:dTomato (Madisen et al., 2010) lines were previously
described and genotyped by PCR. Wild-type mice were from the C57BL6
background (Janvier France). Compound mutants were obtained by
intercrossing the various lines. The day of the vaginal plug was counted as
EOQ.5. Postnatal and adult mice were anesthetized with ketamine (100 mg/ml)
and xylazine (10 mg/ml).

Embryos were collected at E12, E14, E16, and E18 and transferred to
ice-cold PBS 1X (Invitrogen). From E16, the nervous system was dissected
and a small hole was made in the telencephalon to facilitate the diffusion of
the antibodies. At postnatal ages (PO to P8), brains were dissected and fixed
by immersion in 4% paraformaldehyde (PFA; Merck) for 3 hr at room
temperature (RT) or overnight at 4°C. Samples were kept at 4°C in PBS
1X until use.

All animal procedures were carried out in accordance to institutional guide-
lines (UPMC and INSERM).

(J-L) FR defects in a Netrin-1~/~ mutant (#1). Some axons project rostrally over the medial habenula (1) without crossing the midline, a bundle grow caudally from
the habenula (2), and other axons extend along the normal FR pathway (3). Two bundles leave the main tract to project dorsally before reaching the IPN (4 and 5),
whereas other axons reach the IPN level. They form a large commissure (6), but a few axons extend more caudally parallel to the floor plate, and only a few cross it

(arrowhead in K and L).

(M-0) Distinct FR guidance defects in another Netrin-1~'~ mutant (#2). The dorsal defasciculation at habenula level is also seen (1), but most axons grow along the
normal FR pathway (3). Upon reaching the floor plate, a large bundle is deflected dorsally (4) and a smaller ventral fascicle also forms in the ventral diencephalon
(7). Other axons reach the IPN level and cross the midline to form a small commissure (6).

Scale bars represent 50 um (C, F, and L), 100 um (1), and 200 um (A, B, D, E, G, H, J, K, and M-0).
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Figure 4. FR Axon Guidance Defects in Slit and Robo Knockouts

Robo3 (A-C, G-O) or TAG-1 (D-F) immunostaining and 3DISCO clearing in E16 Slit and Robo mutant embryos.

(A=C) In Robo1~'~;Robo2~’~ knockouts, the FR is similar to control until the IPN, where the axons defasciculate (arrowheads in C).

(D-F) In a Robo3~/~ mutant, the FR reaches the IPN, where they cross the midline and extend caudally within the midline.

(G-1) in Slit1~/~ embryos, the FR is similar to controls.

(J-L) Two Shh:Cre;Slit1~'~;Slit2'°"** embryos (#1 and #2). In both cases, FR axons reach the IPN and then form a dense meshwork at the floor plate level from
which two axon bundles emerge and extend along the floor plate rostrally (1) and caudally (2).

(M=0) Two Shh:Cre;Slit1~'~;Slit2'°/°%;SJit3~/~ embryos (#1 and #2). Again the FR is comparable to controls until axons reach the floor plate. In one case (#1 in M
and N), FR axons from two large commissures: a rostral one (1) and a caudal one (2). A small tract leaves the rostral commissure to grow along the floor plate
(arrowheads in M and N). In the second case (O), three commissures are observed, but they are more compact and the anterior medial bundle is larger (arrow).
Moreover, two small fascicles extend caudally on both sides (arrowheads).

Scale bars represent 40 um (F), 50 um (C and 1), 100 um (O), 150 um (K), and 200 um (A, B, D, E, G, H, J, and L-N).
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Whole-Mount Immunostaining

The procedure was similar for single and multiple labeling. Samples were first
incubated at RT on a rotating shaker in a solution (PBSGT) of PBS 1X contain-
ing 0.2% gelatin (Prolabo), 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) and 0.01%
thimerosal (Sigma-Aldrich) for 3 hr (E12), 24 hr (E14-E18 and PO0), or 48 hr
(P5 and P8). Samples were next transferred to PBSGT containing the primary
antibodies (Table S1) and placed at 37°C, with rotation at 100 rpm, for 3 days
(E12), 1 week (E14, E16, and E18), 10 days (P0), or 14 days (P5 and P8). This
was followed by six washes of 30 min in PBSGT at RT. Next, samples were
incubated in secondary antibodies (Table S2) diluted in PBSGT overnight
(E12-E18) or for 2 days (PO-P8) at 37°C. After six washes of 30 min in PBSGT
at RT, samples were stored at 4°C in PBS until clearing.

Tissue Clearing

We used the 3DISCO clearing procedure (Ertlirk et al., 2012b) and slightly
adapted it to our samples. All incubation steps were performed at RT in a
fume hood, on a tube rotator (SB3, Stuart) at 14 rpm, using a 15 ml centrifuge
tube (TPP, Dutscher) covered with aluminum foil to avoid contact with light.
Samples were first dehydrated in a graded series (50%, 80%, and 100%) of
tetrahydroflurane (THF; anhydrous, containing 250 ppm butylated hydroxyto-
luene inhibitor, Sigma-Aldrich) diluted in H,O, during 1hr (E12-P0) or 90 min
(P5) for each step. This was followed by a delipidation step of 20 min (E12 to
P0) or 40 min (P5-P8) in dichloromethane (DCM; Sigma-Aldrich). Samples
were transferred to 100% DCM until they have sunk. Finally, samples were
cleared overnight in dibenzylether (DBE; Sigma-Aldrich). Samples should be
stored in brown glass vial (Rotilabo, Roth) filled with DBE, in the dark and at
RT. THF, DCM, and DBE are toxic (gloves must be worn at all steps) and flam-
mable. Waste should be treated and eliminated accordingly. DBE must be
stored in glass containers.

Imaging

Ultramicroscopy

3D imaging was primarily performed with an ultramicroscope (LaVision
BioTec) using ImspectorPro software (LaVision BioTec). The light sheet was
generated by a laser (wavelength 488 or 561 nm, Coherent Sapphire Laser,
LaVision BioTec) and two cylindrical lenses. A binocular stereomicroscope
(MXV10, Olympus) with a 2x objective (MVPLAPO, Olympus) was used at
different magnifications (1.6%, 4x, 5%, and 6.3x). Samples were placed in
an imaging reservoir made of 100% quartz (LaVision BioTec) filled with DBE
and illuminated from the side by the laser light. Different dipping caps were
used to image large samples with a high working distance or small samples
with a low working distance. Images were acquired with a PCO Edge SCMOS
CCD camera (2,560 x 2,160 pixel size, LaVision BioTec). The step size
between each image was fixed at 1 um.

The acquisition time with the ultramicroscope depends on the number of la-
sers (one side or two sides) used to generate and focus the light sheet. It took
only 10 min to image (1,488 sections) the habenula and FR with a single light
source. For the entire brain, the two light sources were used and the total
acquisition time (1,856 sections) was ~1 hr. Each resulting imaris (.ims) file
was ~15 Gb in size at a 1 um z resolution (16-bit images).

Confocal Microscopy

For imaging with an upright confocal microscope (Olympus FV1000), samples
were placed on a glass slide, in a homemade PDMS cuvette (DBE resistant)
with arim of 5 mm (Sylgard 184/Silicone elastomer, Dow Corning). The cuvette
was filled with DBE and covered with a glass coverslip. Images were obtained
with a 10x objective (Olympus UPlanSApo 10x/0.40 numerical aperture
objective Royal Microscopical Society, infinity corrected 0.31 mm working
distance). Each individual image (.oif file) was 1.08 Gb from confocal for
1 um z resolution. The acquisition time was of about 4 hr for the FR and there-
fore much longer than with an ultramicroscope.

3D Imaging and Image Processing

Images, 3D volume, and movies were generated using Imaris x64 software
(version 7.6.1, Bitplane). Stack images were first converted to imaris file
(-ims) using ImarisFileConverter. File size was next reduced to 8 bits. 3D recon-
struction of the sample was performed using “volume rendering” (Imaris). The
sample could be optically sliced in any angle using the “orthoslicer” or “obli-
queslicer” tools. Air bubbles and crystals that might form at the surface of

the samples could be eliminated using the “surface” tool by creating a mask
around the each volume. 3D pictures and movies were generated using
the “snapshot” and “animation” tools. Finally, images were cropped and, if
required, their brightness was adjusted evenly using Photoshop CS4 (Adobe).
Movies legends were generated using iMovie 10.0.2.

Alternatively, movies and 3D analysis could be done with free software such
as Vaa3D (http://www.vaa3d.org) or Fiji 3D project plugin (Schindelin et al.,
2012). However, the quality of the 3D images was not as good as with Imaris
(data not shown).

The distance separating the base of the habenula from the IPN was obtained
using the “measurement” tool (Imaris), and statistical analysis was performed
with Prism 6 (GraphPad).

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes two figures, two tables, and 16 movies and
can be found with this article online at http://dx.doi.org/10.1016/j.celrep.2014.
10.037.
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Supplementary Figure Legends

Figure S1 (related to Figure 1)

3DISCO clearing of immunolabeled embryos.

(A) Dorsal view of an E11.5 Wnt1:Cre;Tau™®™" embryo labeled with anti-GFP. (B)
Optical coronal section through the hindbrain of an E11 mouse embryo stained with
anti-Robo3 antibodies (shown in Figure1l). (C) measurement of FR length in E16
embryos labeled withanti-Robo3. (D) confocal image of the FR of an E16 embryo
labeled with anti-Robo3 and cleared with 3DISCO. (E) shows the same embryo than
in C, but re-imaged after being stored 6 month. (F) IPN view of the FR projection in
an E16 embryo labeled with anti-TAG-1 antibodies.

Scale bars represent 50um (F), 100um (A), 150um (B) and 200um (C, D, E)

Figure S2 (related to Figure 3)

Dorsal views of the medial habenula in knockout embryos.

E16 embryos immunolabeled with anti-Robo3 antibodies. It illustrates the abnormal
and variability of dorsal midline crossing defects of habenular axons in Netrin-1"" and
DCC” knockouts.

Scale bars represent 150 ym (A), 200 um (B, C, D, E, F).



Catalog

Epitope Species Dilution Source Number
Barlh1 Rabbit polyclonal | 1:300 Sigma HPA004809
B-Gal Rabbit IgG 1:1000 Cappel 559762
ChAT Goat polyclonal 1:200 Millipore ab144P
DCC Goat polyclonal 1:150 Santa Cruz sc-6535
DsRed Rabbit polyclonal | 1:500 Clontech 632496
FoxP2 Rabbit polyclonal | 1:1000 Abcam ab16046
GFP §:|chc§2:a| 1:800 Abcam ab13970
GFP Rabbit IgG 1:800 Life | Aa11122
Technologies
Robo1 Goat polyclonal 1:300 R&D System | AF1749
Robo2 Rabbit polyclonal | 1:300 Abcam ab75014
Robo3 Goat polyclonal 1:300 R&D System | AF3076
Tag1 Rabbit 1:10000 Domna
Karagogeos
Tag1 Goat polyclonal 1:1000 R&D System AF4439

Supplementary table S1 (related to experimental procedures)



Epitope Fluorophore | Origin Dilution Source Catalog #

Goat Alexa 488 | Donkey 1:600 Life | A11055
technologies

Goat Alexa 488 Bovine 1:500 Jackson 805-545-180

Mouse Cy3 Donkey 1:400 Jackson 715-165-151

Mouse Alexa 488 | Donkey 1:600 Life | a21202
technologies

Rabbit Alexa 488 | Donkey 1:600 Life | a21206
technologies

Rabbit Cy3 Donkey 1:400 Jackson 711-165-152

Chicken Cy3 Donkey 1:300 Jackson 703-165-155

Rabbit Alexa 647 Donkey 1:400 Jackson 711-605-152

Supplementary table S2 (related to experimental procedures)



Supplementary Table 1 (related to experimental procedures)

List of the primary antibodies use for whole-mount staining

Supplementary Table 2 (related to experimental procedures)

List of the secondary antibodies use for whole-mount staining



Supplementary movies legends

Movie S1, related to Figure 1

3D movie of an E13 embryo labeled with anti-ChAT antibodies.

Movie S2, related to Figure 1
3D Movie of oculomotor nerves in an E13 embryo labeled with anti-ChAT

antibodies.

Movie S3, related to Figure 1
3D movie of an E13 embryo double labeled with anti-ChAT and anti-TAG-1

antibodies.

Movie S4, related to Figure 1
3D movie of the forelimb motor innervation in an E13 embryo labeled with

anti-ChAT antibodies.

Movie S5, related to Figure 1

GFP

3D movie of a spinal cord segment from an E11.5 Wnt1:Cre;Tau™ " embryo

labeled with anti-GFP.

Movie S6, related to Figure 1



Scan, using the orthoslicer tool, through the longitudinal axis of the spinal cord

of an E11.5 Whnt1:Cre; Tau® embryo labeled with anti-GFP.

Movie S7, related to Figure 1
3D movie of the E11 spinal cord and caudal hindbrain of a wild-type embryo
after whole-mount Robo3 immunostaining showing the array of commissural

axons crossing the floor plate.

Movie S8, related to Figure 1
Scan, using the orthoslicer tool, through the longitudinal axis of the spinal cord
and hindbrain of an E11 wild-type embryo labeled with anti-Robo3 (see also

movie 8)

Movie S9, related to Figure 2

3D movie of an E16 mouse brain labeled with anti-Robo3

Movie S10, related to Figure 2
3D movie of the fasciculus retroflexus (FR) projection from the medial
habenula (mHb) to the interpeduncular nucleus (IPN), followed by a scan

through the IPN region. E16 mouse brain labeled with anti-Robo3

Movie S11, related to Figure 3

3D movie showing FR guidance defects in a DCC” E16 embryo



Movie S12, related to Figure 3

3D movie showing FR guidance defects in a Netrin-1" E16 embryo

Movie S13, related to Figure 4

3D movie showing FR guidance defects in a Robo1”;Robo2” E16 embryo

Movie S14, related to Figure 4

3D movie showing FR guidance defects in a Robo3” E16 embryo

Movie S15, related to Figure 4
3D movie showing FR guidance defects in a Shh :Cre ;Slit1” ;Slit2°"** E16

embryo

Movie S16, related to Figure 4
3D movie showing FR guidance defects in a Shh :Cre ;Slit1” ;Slit2"* ;SIit3”

E16 embryo.
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