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RESUME

Le cil primaire est un petit organite sensoriel en forme de batonnet connecté au centrosome qui

émerge de la surface de la plupart des cellules eucaryotes. Il joue un role fondamental dans de
multiples étapes du développement du systéme nerveux. L'objectif de cette thése a été de mieux
comprendre le role du cil primaire dans la migration neuronale. Notre mod¢le d'étude de la migration
est la migration tangentielle depuis la zone sous-ventriculaire vers le bulbe olfactif le long du courant
de migration rostral (CMR), qui est présent dans la souris postnatale et persiste chez l'adulte. Les
neurones du CMR présentent une migration saltatoire alternant pause et nucléokinése (NK) avec un
mouvement stéréotypé de leur centrosome. Nous analysons la migration et la dynamique du centroome
par vidéo-microscopie sur tranche de cerveau vivant, technique que j'ai mise au point dans le
laboratoire.
Dans une premiere étude descriptive, nous nous sommes intéressés aux différences de migration
existant entre la migration postnatale et la migration du jeune adulte souvent considérées comme
équivalentes dans la littérature, alors méme que le CMR montre des changements morphologiques
importants dans les trois premiéres semaines de vie. Nous avons observé que la vitesse de migration et
les paramétres de NK étaient similaires entre P10 et P30. En revanche, les paramétres de
directionnalité sont modifiés suggérant de possibles différences dans les mécanismes de guidage. Pour
analyser un possible role différentiel du cil primaire a P10 et P30, nous avons réalisé une ablation
génétique du cil primaire par injection de Cre recombinase dans une lignée Kif3a!*¥!*x, Cette ablation
produit des effets différents a P10 et P30: a P10, elle affecte la vitesse et le rythme de NK ainsi que la
directionnalité alors qu'a P30, elle affecte seulement les paramétres de directionnalité. Ces résultats
(qui restent préliminaires) suggeérent que le cil primaire pourrait avoir des roles différents a ces deux
ages.

Dans une deuxiéme étude, mon travail a convergé avec celui d'une autre étudiante en thése
vers l'analyse de la dynamique de la signalisation AMPc dans les neurones en migration. Pour cela,
nous imageons un biosenseur FRET AMPc spécifique par microscopie biphotonique sur tranche. Cette
technique a révélé, dans les neurones du CMR a P10, un hotspot dynamique d'AMPc co-migrant avec
le centrosome, présent pendant la NK et absent pendant les pauses. L'ablation génétique du cil ainsi
que le knock-down de l'adénylate cyclase 3 ciliaire ménent a la disparition du hotspot. Cette
disparition résulte en un ralentissement de la migration avec un allongement des phases de pause et
une fréquence de NK diminuée. De plus, ces modifications de la migration sont accompagnées par des
défauts de dynamique centrosomale avec une vitesse du centrosome réduite, une diminution de la
distance maximale entre noyau et centrosome et un découplage entre mouvement du centrosome et
NK. Par ailleurs, une délocalisation génétique de la protéine kinase dépendante de I'AMPc (PKA)

centrosomale récapitule ces phénotypes de migration, ce qui suggere qu'elle est la protéine effectrice



du hotspot d'AMPc. Nos données montrent donc que I'"AMPc produit dans le cil forme un hotspot
dynamique au niveau du centrosome qui agit localement sur la PKA centrosomale pour réguler la
migration neuronale et le couplage centrosome/noyau. Il s'agit d'une régulation largement utilisée par
les neurones en migration puisque nous retrouvons ce hotspot dans les neurones en migration radiaire
dans le bulbe olfactif, dans le CMR du jeune adulte et dans les neurones en migration radiaire du
cortex embryonnaire.

Cette étude va prochainement étre soumise pour publication dans un article intitulé
"Compartimentalized cAMP dynamics regulates neuronal migration" ou je suis co-premier auteur.
L'ensemble de ce travail améne un nouveau point de vue sur le mécanisme cellulaire par lequel le cil
primaire régule la migration neuronale. Nous suggérons que la signalisation au niveau du cil primaire
a une influence directe sur le centrosome et 1'organisation des microtubules. Dans ce contexte, le cil
primaire n'apparait donc plus comme une unit¢ de signalisation distincte mais plutdot comme
directement couplé au centrosome via la diffusion de 'AMPc jusqu'a celui-ci, ce qui permettrait de

réguler directement la dynamique du centrosome et celle des microtubules.
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Figure 21 : Analyse en composante principale (ACP) a P60.
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morphologiques différentes au cours du développement post-natal.
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Figure 2: Primary cilium ablation leads to disappearance of the cAMP hotspot.
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Figure 28 : Schéma récapitulant 1’article
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INTRODUCTION
1. LA MIGRATION

1.1. Importance de la migration neuronale
1.1.1. Réle de la migration neuronale

Le systéme nerveux central des mammiféres est constitué de régions qui possedent
chacune leur propre organisation et leur propre composition cellulaire. La migration
neuronale est une étape-clé du développement et joue un réle majeur dans la mise en place de

I’architecture cérébrale et dans la composition de ces régions.

Midbrain

Forebrain:

—> Cajal-Retzius cells

—> Projection neurons
Forebrain —> Cortical interneurons

Hindbrain —> Striatal interneurons
—> OB interneurons

Oligodendrocytes

Hindbrain:

—> Precerebellar neurons
(Inferior olive nucleus)
—> Precerebellar neurons

Spinal cord (Lateral reticular nucl.)

IML Spinal cord:

—> Oligodendrocytes

—>» Sympathetic preganglionic
neurons

Figure 1: Schéma des différentes voies de migration empruntées par les neurones au
cours du développement du SNC.

Plusieurs voies de migration coexistent durant le développement embryonnaire dans
différentes zones du systéme nerveux central. Abréviations : (IML) région intermédiolatérale
de la moelle épiniere, (I0) noyaux de 1’olive inférieure, (LGE) éminences ganglionnaires
latérales, (LRN) noyaux latéraux réticulés, (MGE) éminences ganglionnaires médianes,
(NCx) néocortex, (OB) bulbes olfactifs. De Marin et al., 2010.

Les cellules progénitrices qui générent les neurones du systéme nerveux central sont
réparties le long de 1’axe antéro-postérieur du tube neural (Marin et al., 2010). Le
développement des différentes structures cérébrales conduit a une augmentation progressive
de leur volume et de la distance qui sépare les zones germinales des zones d’intégration. Les

neurones se déplacent donc sur de longues distances, parfois jusqu’a plusieurs millimetres,

pour trouver leur localisation finale. Dans le cerveau antérieur (Forebrain dans la figure 1) par
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exemple, les neurones inhibiteurs du cortex sont générés par les éminences ganglionnaires
médianes et migrent jusqu’au cortex (Figure 1, fleche vert clair). De méme, les neurones des
bulbes olfactifs sont générés dans le cerveau post-natal au niveau de la zone sous-ventriculaire
(ZSV) du ventricule latéral et migrent sur une longue distance jusqu'au bulbe olfactif (BO)
(Figure 1, fleche violette). Ce type de migration sur de longues distances existe également
pour certains neurones du tronc cérébral ou de la moelle épiniére (respectivement hindbrain et
spinal cord sur la figure 1).

La migration permet par ailleurs de mélanger au sein de la méme structure des
neurones d'origine différente. Par exemple, les neurones excitateurs du cortex cérébral
embryonnaire sont générés localement par les progéniteurs corticaux présents au niveau de la
zone ventriculaire tandis que les neurones inhibiteurs sont produits a distance par les
éminences ganglionnaires (Marin and Rubenstein, 2001). De méme, les neurones du cervelet
proviennent également de différentes régions progénitrices : les cellules de Purkinje
GABAergiques sont produites dans la zone ventriculaire cérébelleuse alors que les cellules en
grains glutamatergiques naissent au niveau des lévres rhombiques (Rahimi-Balaei et al.,

2018).

La migration des neurones est traditionnellement catégorisée en deux types: la
migration radiaire et la migration tangentielle. La différence principale entre les deux types de
migration réside dans I’axe de migration emprunté par rapport a la surface des ventricules du
tube neural (Hatten, 1999; Marin and Rubenstein, 2003). Les neurones qui utilisent la
migration radiaire suivent une trajectoire perpendiculaire a la surface des ventricules et
parallele a I’axe dorso-ventrale (Figure 2, gauche). Les neurones en migration tangentielle se
déplacent parallelement a la surface des ventricules et perpendiculairement aux fibres de glie
radiaire (figure 2, droite). Certains types de neurones comme les neurones glutamatergiques
corticaux par exemple utilisent uniquement la migration radiaire comme mode de migration
(Martinez-Martinez et al., 2019). D’autres atteignent leur destination en utilisant la migration
tangentielle suivie de la migration radiaire ou inversement au cours de leur trajet. Les
neuroblastes issus de la ZSV migrent d’abord de maniére tangentielle dans le courant de
migration rostrale (CMR) puis, se réorientent et migrent de maniere radiaire dans le bulbe

olfactif (OB, Sun et al., 2010).
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. - Figure 2: M migration
| M ig ration ne%ll;()i]es odes de gration des
- Tangentielle Les neurones en migration radiaire (bleu
‘| clair) migrent parallélement aux
) prolongements de glie radiaire (rouge).
5] Les neurones en migration tangentielle
Y (violet) migrent perpendiculairement aux
" prolongement de glie radiaire.

1.1.2. Pathologies de migration neuronale

La migration neuronale est une étape critique du développement du systéme nerveux
central. La compréhension de ce processus a progressé grace aux ¢tudes de pathologie de
migration neuronale chez I’ Homme en particulier la lisencéphalie ainsi que des mode¢les de
souris mutantes lui correspondant (Kato and Dobyns, 2003).

La lisencéphalie est principalement caractérisée par une surface presque ou
enticrement lisse du cerveau. Elle comprend en fait une large variété de malformations
corticales allant de la réduction du nombre de circonvolutions localement (pachygyrie) a
I’absence complete de circonvolutions (agyrie). La lisencéphalie peut également étre associée
a la présence de bandes sous-corticales hétérotopiques (hétérotopie sous-corticale en bande)
qui sont des bandes ectopiques de neurones présentes juste sous le cortex et séparées de celui-
ci par une fine couche de matiere blanche (Barkovich et al., 1996).

Les lisencéphalies se catégorisent en plusieurs types, basé sur 1’étude des cerveaux des
patients atteints de cette pathologie (Barkovich et al., 1996). La plus commune est la
lisencéphalie de type I ou lisencéphalie classique. Elle est caractérisée par une augmentation
de I’épaisseur du cortex et la réduction du nombre de couches corticales distinguables de six a
quatre. La lisencéphalie de type II ou lisencéphalie pavimenteuse est caractérisée par
I’absence totale de couches corticales distinctes. La surface cérébrale est bosselée ou
granuleuse et les circonvolutions sont plus ou moins effacés. Les ventricules cérébraux sont
¢galement dilatés et d’autres organes comme les yeux ou les muscles sont atteints (Kurlemann

etal., 1993).
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A ce jour, cinq genes ont été identifiés comme cause ou contribuant au développement
de ces pathologies chez I’Homme : LIS1, DCX, RELN, ARX et 14-3-3¢ (Kato and Dobyns,
2003). LIS1 (lissencephaly-1) et DCX (Doublecortine li¢ a I’X) sont les geénes les plus
couramment touchés.

Les défauts de migration neuronale sont également responsables de nombreux cas de
retards mentaux et d’épilepsies chez les enfants (Dobyns et al., 1996; Farrell et al., 1992) et
pourraient aussi participer a des pathologies comme la schizophrénie et certains troubles du

spectre autistique (Reiner and Sapir, 2009).

1.1.3. LIS1

La majorité des cas de lisencéphalies est associée a une mutation ou une délétion dans
le gene LISI/PAFAHIBI (Mei et al., 2008). 11 code pour la protéine Lisl qui fonctionne
comme une sous-unité régulatrice de la platelet-activating factor acetylhydrolase (Hirotsune et
al., 1998). Lis1 est exprimée de maniére prédominante dans le cerveau au stade feetal et adulte
(Mizuguchi et al., 1995). Lisl s’associe avec les microtubules pour promouvoir leur
stabilisation in vitro (Sapir et al., 1997).

Plusieurs ¢études lient de maniere évidente Lisl et la régulation de la migration
neuronale dans le cerveau en développement. Des défauts de migration radiaire ont été
observés dans de multiples mod¢les de souris : modele hypomorphe Lis1/Lisl (Cahana et al.,
2001), des souris Lis1”* (Hirotsune et al., 1998), des souris Lis1'®1* (Hirotsune et al., 1998)
ou par KD du gene en utilisant I’électroporation in utero (Tsai et al., 2007). Dans les neurones
avec un niveau d’expression de Lisl réduit, les mouvements du centrosome et du noyau sont
moins couplés (Shu et al., 2004; Tanaka et al., 2004). L’utilisation d’un shRNA Lisl inhibe la
translocation nucléaire sans affecter 1’extension du prolongement de migration (Tsai et al.,
2007). Dans les cellules en grain du cervelet en migration tangentielle, 1’inhibition de Lis1
induit le blocage de la migration nucléaire sans affecter le couplage du centrosome et des
microtubules dans le prolongement de migration (Umeshima et al., 2007). La mutation de
Lisl affecte également la migration tangentielle des interneurones GABAergiques du cortex

(McManus et al., 2004).
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1.1.4. DCX

Des mutations dans le gene DCX conduit a la lisencéphalie chez l'homme et
'hétérotopie subcorticale chez la femme (des Portes et al., 1998).

Le géne DCX code pour la Doublecortin (Dcx) qui est une protéine associée aux
microtubules (Francis et al., 1999). Elle est exprimée dans les neurones en migration (Gleeson
et al., 1998). Dcx promeut la nucléation, 1’assemblage et la stabilisation des microtubules
(Moores et al, 2004). La protéine interagit également avec Lisl pour permettre la
polymérisation des microtubules de maniére efficace (Caspi et al., 2000). Dcx est aussi
impliqué dans la régulation du cytosquelette d’actine de maniere directe ou indirecte (Tsukada

et al., 2005, 2006).

Dans les souris KO pour Dcx, la lamination des couches corticales est correcte alors
que des défauts séveres de lamination sont observés dans 1’hippocampe (Corbo et al., 2002).
Le KD de Dcx par électroporation in utero chez la souris et le rat a un phénotype plus sévere
puisqu'il inhibe la migration des neurones corticaux excitateurs (Kriegstein and Noctor,
2004). Le KO de DCX a un effet plus important encore dans la migration des interneurones
entrainant des problémes de nucléokinese et de branchement (Kappeler et al., 2006). Dcx joue
¢galement un réle important dans la migration des neurones en migration vers le bulbe olfactif
de la souris adulte puisque son KD diminue la migration des cellules provenant de la ZSV

(Ocbina et al., 2006).

L’interaction entre Dcx et les microtubules est régulée en partie par la phosphorylation
par au moins 4 kinases différentes : INK (Gdalyahu et al., 2004), CdkS5 (Tanaka et al., 2004),
la protéine kinase A (PKA, (Schaar et al., 2004)) et GSK3p (Bilimoria et al., 2010). Les
¢tudes in vitro indiquent que les phosphorylations de Dcx par CdkS et PKA réduisent
I’affinité de la protéine pour les microtubules (Schaar et al., 2004; Tanaka et al., 2004).

1.2. La voie de migration depuis la ZSV vers le BO

1.2.1. Neurogéneése dans la zone sous-ventriculaire adulte

La ZSV est la niche neurogénique la plus importante du cerveau des mammiferes
adulte. Dans cette niche (Figure 3), les cellules souches neurales (Type B) qui ressemblent a

des astrocytes, proliferent lentement et produisent des progéniteurs (Type C) qui se divisent
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activement. Ces cellules générent de maniere trés rapide des neuroblastes (Type A) qui
migrent jusqu’aux BO (Doetsch, 2003; Doetsch et al., 1999; Thrie and Alvarez-Buylla, 2011).
La maturation des neuroblastes de la ZSV jusqu’au BO est trés stéréotypée avec des étapes de

distinctes correspondant a des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles bien définies.

Figure 3 : Composition cellulaire de
la zone ventriculaire-sous
ventriculaire adulte.
Section coronale d’un cerveau de souris
adulte dans le coin droit. Les cellules de
type B générent les cellules de type C
qui produiront les cellules de type A.
Abréviations : (A) cellule de type A ou
neuroblaste, (B1) cellule de type B1 ou
| cellule souche neurale, (BV) vaisseau
= | sanguin, (C) cellule de type C ou

| Il 1] ]
progéniteur a forte activité. De Lim and Alvarez-Buylla, 2016.

1.2.2. Dela ZSV aux BOs : le courant de migration rostrale

Apres avoir été générées dans la ZSV, les cellules de type A migrent sur une distance
considérable (jusqu’a plusieurs millimeétres) a travers une voie de migration, le CMR (Figure

4A). Ce courant s’étend de la ZSV jusqu’a ’entrée des BOs.

Figure 4 : Courant de migration rostrale
dans le cerveau de souris adulte.

(A)Les neuroblastes migrent jusque
dans les bulbes olfactifs a travers le courant
de migration rostrale. Dans le courant, les
cellules en migration forment des chaines et
sont entourées de tubes gliaux. A I'intérieur
du CMR, des vaisseaux sanguins apportent
un support de migration supplémentaire. (B,
C) Double immunomarquage des neurones
en migration (DCX en rouge) et des tubes
gliaux (GFAP en vert) dans le CMR. (B)
Coupe sagittale. (C) Coupe coronale.
Abréviations : (A) neuroblaste de type A,
(CC) corps calleux, (G) tube glial, (LV)
ventricule latérale, (Str) striatum, (V)
vaisseau sanguin. Adapté de Sun et al,
2010.




Dans le courant, les jeunes neurones se déplacent collectivement de maniére tangentielle. La
morphologie de ces cellules en migration est décrite dans le paragraphe 1.4.1. Les
neuroblastes forment des interactions homotypiques neuroblaste-neuroblaste et forment
chaines de neurones en migration (Figure 4B, C, Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002;
Lois et al., 1996). Ces chaines sont entourées de prolongement astrocytaires qui isolent les

jeunes neurones de I'environnement adulte extérieur.

1.2.3. Dans les BOs

Une fois arrivés dans le bulbe olfactif, les neuroblastes se détachent les uns des autres,
se réorientent et migrent de manicre radiaire dans la couche granulaire avant de s'immobiliser
pour entamer leur différenciation et leur intégration dans le réseau préexistant. Une
classification des jeunes neurones aux différentes étapes de leur migration et intégration a été

¢tablie dans Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002 (Figure 5).

. Figure 5 : Développement des neurones granulaires du
[ bulbe olfactif adulte.

{ o En haut, classification des différents stades de maturation des
as  neurones granulaires du bulbe olfactif adulte. En bas, Coloration

Class 1 Class 2 Class 3 Class4 Class 5

e Alcaline phosphatase des différentes classes de neurones en
B - " migration dans le bulbe olfactif adulte.
3 e | R Microphotographie (colonne de gauche et au centre) et dessins

en camera lucida (colonne de droite). (A-C): Type 1. (D-F):
Type 2. (G-I): Type 3. (J-L): Type 4. (M-O): Type 5.(Petreanu
and Alvarez-Buylla, 2002).

Les jeunes neurones en migration tangentielle dans le CMR sont

appelés Type 1 (Figure 5 A-C). Les Type 2 sont des cellules qui

migrent de maniéere radiaire dans la couche granulaire (Figure 5

D-F). Elles maintiennent une morphologie allongée mais leur

“ / prolongement de migration et leur prolongement de queue sont

/’ : j , plus longs que les Type 1. Le prolongement de migration est

M——_"N=_'o=— fréquemment branché et leur cone de croissance est moins
}‘ - \\,/ \,_.‘fw’/ visible que dans les cellules de Type 1.

1-” J (/ Les cellules qui ont terminé leur migration radiaire et qui

: = = =l débutent leur différenciation sont appelées Type 3 (Figure 5 G-
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I). Leur morphologie change drastiquement : elles n’ont plus de prolongement de migration,
leur corps cellulaire est plus large et arrondi et n’a plus de contour lisse. Les dendrites basales
et les dendrites apicales commencent a se développer.

Les cellules de Type 4 continuent leur différenciation (Figure 5 J-L). Leur dendrite apicale a
franchi la couche des cellules mitrales. Elle est branchée mais ne porte pas encore d’épines.
Les cellules de Type 5 sont complétement différenciées (Figure 5 M-O). Elles présentent des

¢épines sur leur longue et branchée dendrite apicale.

1.2.4. Changements dans le CMR au cours du développement post-natal

Le courant de migration existe d¢ja au stade post-natal (Luskin, 1998) et est conservé a
I’age adulte (Rousselot and Nottebohm, 1995). La migration dans le CMR post-natal est
souvent considérée comme un modele général de la migration dans le CMR adulte comme par
exemple dans (Hanics et al., 2017; Ota et al., 2014). Néanmoins, certaines études suggerent
que les migrations différent entre post-natal et adulte et en particulier que 1'environnement de
migration évolue (David et al., 2013; Fasolo et al., 2002; Peretto et al., 2005).

La premiere différence morphologique importante concerne le ventricule olfactif. Au
stade périnatal précoce, les ventricules latéraux possédent une extension rostrale appelée
ventricule olfactif, qui longe le CMR jusqu’a la base du BO. Il se referme progressivement a
partir du troisieéme jour apres la naissance (Figure 6, OV, Peretto et al., 2005). Par ailleurs,

une modification majeure est le changement de largeur du CMR (Aoyagi et al., 2018)

probablement consécutive a la diminution du rythme de neurogénése de la ZSV.

2

g Y S ) K |

A AR N el N - o ¢ <
Figure 6 : Le ventricule olfactif est présent a la naissance et se referme progressivement
chez le rongeur.

Immunomarquage anti-vimentine sur coupe sagittale ultrafine de CMR de rat. Abréviations :
OV : ventricule olfactif. De Peretto et al., 2005.

Un autre changement majeur concerne les interactions entre cellules en migration dans le

CMR (Peretto et al., 2005). Durant la premicre semaine apres la naissance, les neuroblastes
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dans le CMR forment une masse uniforme de cellules en migration qui remplit complétement
le courant. Les images de microscopie ¢électroniques obtenues a P6 sur des coupes de cerveau
de souris montrent que les neuroblastes établissent des contacts homotypiques trés étroits les
uns avec les autres (Figure 7A et C). Les neurones adjacents aux vaisseaux sanguins sont en
contact direct avec les cellules endothéliales de ceux-ci (Figure 7A, bv). Autours de P21-P25,
cette organisation cellulaire change drastiquement. Les jeunes neurones sont organisés sous

forme de chaines de neurones de quelques corps cellulaires de diametre seulement. Entre les

cellules, on note la présence de larges espaces intercellulaires.

Figure 7 : Modification des interactions entre les neuroblastes en migration dans le
courant de migration rostrale

(A-B) Etude en microscopie électronique de ['ultrastructure du CMR au stade post-natal
précoce (A) et a P21 (B). (A) Faible grossissement du CMR montrant une masse homogene
de cellules de type A (a) dont certaines sont en contact direct avec les vaisseaux sanguins
(bv). (B) A P21, les chaines de neuroblastes (ch) sont entourées de prolongements
astrocytaires (b). Des espaces intracellulaires apparaissent autour des cellules (fleches). De
Peretto et al., 2005. (C) Préparation en « whole-mount» de ventricule de souris a Pl
(gauche), P7 (centre) et P15 (droite) montrant I’apparition progressive des chaines de
neurones en migration avec un marquage immunohistochimique contre DCX. De Garcia-
Gonzalez et al., 2016.
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A ce stade, les neurones en migration a proximité des vaisseaux sanguins ne sont plus en

contact direct avec ceux-ci a cause de la présence de prolongement de glie entre les neurones

et les vaisseaux sanguins (Figure 7B et C). Paralléelement a [D’apparition des chaines de

cellules en migration, les cellules gliales du CMR opérent également des changements

morphologiques. Juste apreés la naissance de 1’individu, les cellules de glie radiaire se

transforment en astrocytes. Leurs prolongements, qui s’étendaient partout dans le tissu

(fleches, figure 6A, B), se réorientent pour devenir paralléles aux chaines de neurones en

formation et les entourer a partir de la troisiéme semaine de vie post-natale (Figure 8, Peretto

et al., 2005).
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Figure 8: Schéma des changements
morphologiques et moléculaires du
stade périnatal au stade adulte en vue
coronale.

Au cours du développement post-natal, le
réseau glial se développement avec la
prolifération du nombre de cellules
(points noirs) et la réorientation des
prolongements radiaires long (traits
longs) en prolongements courts et plus
nombreux au sein du CMR (traits courts).
L’organisation progressive des
prolongements  gliaux semble  étre
associée a la compartimentation des
neurones en migration dans les chaines
(blanc et jaune). De Peretto et al., 2005.



1.2.5. CMR chez ’'Homme

Durant les 30 dernic¢res années, il a y eu une forte augmentation du nombre d’études
sur la neurogénése adulte dans différents modeles animaux. La motivation principale de ce
genre d’étude était que des processus similaires pouvaient exister chez I’Homme et que des
altérations de cette neurogénese pouvait €tre a 1’origine de pathologies. De plus, la stimulation
de la neurogénese adulte pouvait étre une formidable thérapie pour un certain nombre de
pathologies neurologiques. La difficulté¢ d’obtention de tissus en bon état et I’absence de
techniques spécifiques pour I’étude chez I’Homme a contribué¢ a entretenir le flou autour de
cette question et de sa potentielle persistance chez I’Homme, occasionnant un intense débat.
Arturo Alvarez-Buylla et ses collégues ont étudié 1’architecture cellulaire de la ZSV chez
I’Homme, sur une centaine de cerveaux (Sanai et al., 2004). L’architecture de la ZSV chez
I’Homme est différente de celle décrite chez la souris (voir paragraphe 1.2.1). Ils ont observé
une bande de cellules astrocytaires GFAP positives parallele a la couche de cellules

¢pendymaires.

Sewitmtnn Shesprog el Eain Figure 9 : Courants de

Coronal Section

migration de  jeunes
neurones dans le lobe
frontal de cerveau humain
de nouveau-né.

Vue en coupe sagittale a
gauche et coronale a droite
de neurones en migrations
(points verts). (Paredes et
al., 2016).

Migratory Stream

Rostral Migratory Stream:

Rosirl Migratory Steam € La production de nouveaux
neurones dans le cerveau
humain diminue
considérablement durant les six premiers mois de vie (Sanai et al., 2004). La présence du
courant de migration rostrale chez I’ Homme reste controversé (Bergmann et al., 2015; Curtis
et al.,, 2007; Sanai et al., 2007). Une étude de Curtis et ses collegues (Curtis et al., 2007)
suggéraient par utilisation de marquage immunohistochimiques la présence de neuroblastes en

prolifération et migration au sein d’un CMR particulierement large avec un ventricule
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s'¢tendant jusqu'au BO. Cependant, par la suite, des travaux convaincants menés par Arturo
Alvarez-Buylla suggerent fortement que le CMR disparait au cours du développement post-
natal et par ailleurs que d’autres voies de migration spécifiques a 'homme existeraient depuis
la ZSV vers le cortex chez le nouveau-né (Figure 9, Paredes et al., 2016; Sanai et al., 2011).
Le débat sur la neurogénese adulte chez ’humain reste en tout cas vif a I'heure actuelle mais
particulierement en ce qui concerne son existence dans I'hippocampe humain (Paredes et al.,

2018; Tartt et al., 2018).

1.3. Autres exemples de neurones en migration

1.3.1. Les neurones corticaux embryonnaires

Le cortex est principalement constitu¢ de deux types de neurones, les neurones
glutamatergiques et les interneurones GABAergiques et I'équilibre dans la composition de ces
deux sous-populations est indispensable a son bon fonctionnement.

Les neurones corticaux excitateurs sont produits a partir d’un épithélium prolifératif
compos¢ de cellules de glie radiaire bordant les ventricules. Peu aprés leur naissance, les
neurones post-mitotiques migrent de maniere radiaire le long des prolongements de glie
radiaire depuis la zone ventriculaire vers la surface du cortex en développement. Durant leur
migration, ces neurones adoptent d'abord une morphologie multipolaire dans la zone
intermédiaire et la zone sous-ventriculaire, changeant réguliérement de direction de migration
avant de migrer de maniére radiaire vers la surface du cortex (Tabata and Nakajima, 2003).
Les neurones s’ajoutent successivement dans un mode dit « Inside-out layering » ou d’ajout
de l'intérieur vers I’extérieur permettant ainsi la mise en place des différentes couches du
néocortex. L’addition de ces cellules durant cette période d’expansion de la plaque corticale
résulte en une augmentation progressive de 1’épaisseur du cortex.

Parallélement, les interneurones inhibiteurs sont générés en dehors du cortex, au
niveau des éminences ganglionnaires médianes (EGM) du télencéphale basal (Figure 10,
EGM). Les interneurones corticaux migrent sans interactions homotypiques vers la frontiére

qui sépare le cerveau ventral du cortex.
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Figure 10: Voie de migration des
interneurones dans le cortex.

Les interneurones sont générés par les
éminences ganglionnaires médianes. Ils
migrent a travers deux courants de migration
qui sont répartis autour de la plaque corticale.
IlIs se réorientent ensuite et migrent de
manicre radiaire pour coloniser la plaque
corticale. Abréviations : (EGM) eminences
ganglionnaires médianes, (PC) plaque
corticale, (Str)  Striatum, (ZI) zone
intermédiaire, (ZV) zone ventriculaire.
(Métin, 2014).

Cellule de
glie radiaire

Telencéphale
ventral

Apres avoir traversé cette frontiére, les neurones se distribuent de part et d’autre de la plaque
corticale et s’organisent en deux flux paralléles. Un flux occupe la zone marginale au-dessus
de la plaque corticale tandis que le second s’établit le long de la zone proliférative (Figure 10,
fleches violettes). Les neurones quittent par la suite ces flux tangentiels en se réorientant et
migrent de maniére radiaire pour coloniser la plaque corticale en développement (Baudoin et

al., 2012; Marin and Rubenstein, 2001).

1.3.2. Les neurones du cervelet

Les neurones du cervelet dérivent de deux zones germinales distinctes : la zone ventriculaire
cérébelleuse (ZVC) et les levres rhombiques rostrales (LRR). La zone ventriculaire
cérébelleuse géneére les cellules de Purkinje, les cellules de Golgi, les cellules en étoile et les
cellules en corbeille (Butts et al., 2014). Les cellules en grain et les neurones des noyaux
cérébelleux sont produites par les lévres rhombiques (Rahimi-Balaei et al., 2018). Les
séquences de migration de ces cellules sont extrémement compliquées et chaque type

cellulaire migre de maniére différente (Figure 11, Rahimi-Balaei et al., 2018).
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développement cérébelleux sur une
coupe sagittale de cervelet de
souris post-natal. Les cellules de
Purkinje (vert), les cellules en
grain (violet) et les neurones des
noyaux cerebelleux (rouge) sont
représentés au court des différents
stades de développement. (Rahimi-
Balaei et al., 2018).

Une fois que les cellules de Purkinje sont post-mitotiques, elles migrent de maniére radiaire
sur une courte distance le long des prolongements de la glie radiaire depuis la ZVC pour
former une multicouche irréguliére appelée la plaque cérébelleuse (Cellules vertes de la figure
10, Miyata et al., 2010). Un peu plus tard durant le développement, les cellules migrent de
manicre tangentielle pour former une monocouche, la couche des cellules de Purkinje (Yuasa
et al., 1996).

Les interneurones GABAergiques (Cellules en étoile et en panier) migrent depuis la
ZVC jusqu’a la mati¢re blanche en continuant a se diviser sur le trajet (Wefers et al., 2018).
Puis ils migrent de maniére radiaire vers la couche moléculaire ou ils s’accumulent au niveau
de la bordure interne de la couche granulaire externe. Ils migrent ensuite de manicre
tangentielle pour s’installer de maniére définitive dans la couche moléculaire.

Les cellules granulaires (cellules violettes dans la figure 11) migrent d’abord de
manicre tangentielle pour atteindre la zone germinale externe ou ils proliférent. Une fois cette
¢tape réalisée, les cellules changent de direction de migration et migrent de maniére radiaire le
long des prolongements de la glie de Bergmann en traversant la couche des cellules de
Purkinje en développement pour former la couche granulaire du cortex cérébelleux. Cette
migration est particuliére puisque les cellules migrent de I’extérieur vers l’intérieur de

I’organe (Leto et al., 2016).
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Les neurones des noyaux cérébelleux (cellules rouges dans la figure 11) migrent de
maniére tangentielle a partir des LRR a travers un courant de migration rostrale jusqu’au
milieu du primordium cérébelleux puis change de direction de migration vers la zone
transitoire nucléaire pour former une masse de cellules qui sera ensuite répartie et organisée

pour former les noyaux cérébelleux médians, latéraux et interposés (Fink et al., 2006).

1.4. Caractéristiques cellulaires des neurones en migration

1.4.1. Morphologie

Les cellules en migration du CMR ont une morphologie bipolaire similaire a celle de
nombreux autres neurones en migration (Kishi, 1987; Lois et al., 1996; Wichterle et al., 1997)
La polarité de la cellule est déterminée par la position du centrosome par rapport au corps
cellulaire. Il est le centre organisateur des microtubules (Figure 12, CTR) (Spiegelman et al.,
1979). 1l coordonne le réseau de microtubules qui forme le cytosquelette de la cellule et la
cage périnucléaire entourant le noyau (Rivas and Hatten, 1995; Xie et al., 2003). A ’arriere
de la cellule on retrouve le corps cellulaire, ovale, qui contient le noyau. On peut observer de
temps en temps un prolongement de queue ou « trailing process ». Il est le reflet de la position
du corps cellulaire durant le précedent cycle de migration saltatoire. Ce compartiment
subcellulaire est également riche en actine et en myosine dont I’action synergique est

importante pour la génération des forces de poussée pendant la nucléokinese.

A DP’avant du noyau, le centrosome se déplace dans le prolongement de migration au
cours des différentes étapes de la migration saltatoire. Le prolongement de migration s’étend
dans la direction de migration. Il s’agit de la partie la plus dynamique de la cellule puisqu’il
s’allonge et se rétracte au cours de la migration. Il se plie également en réponse a des
molécules de guidage attractives ou répulsives (détaillé dans le paragraphe suivant).

Le prolongement de migration se termine par une structure similaire aux cones de
croissances des axones en migration que I’on appelle également cone de croissance. 11 est
compos¢ majoritairement d’actine et de microtubules et est extrémement dynamique durant la

migration.
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Figure 12 : Schéma d’un neuroblaste en migration dans le CMR

Les cellules en migration dans le CMR sont bipolaires. Le corps cellulaire est situé a une
extrémité de la cellule. Le centrosome coordonne le cytosquelette de microtubules de la
cellules (traits gris). Le prolongement de migration se termine par un cone de croissance.
Abréviations : (CTR) centrosome, (N) noyaux.

1.4.2. La migration saltatoire

Tous les neurones utilisent la migration saltatoire comme méthode de locomotion.
C’est un processus en trois étapes qui implique (i) I’extension du prolongement de migration,
(i1) la formation de la dilatation et la migration du centrosome et (iii) la translocation du soma

(Figure 4, Wichterle et al 1997 ; Bellion et al 2005 ; Schaar et McConnell 2005 ; Baudoin et
al. 2012).

Cycle Acteurs
moléculaires

Repos @éé @% <= Légende

i
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(l) Extension \%;f ;':":23:; @’ZJI& @ Centrosome
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Figure 13 : Schéma de la migration saltatoire et des acteurs moléculaires impliqués
(Gauche) Le neurone suit un schéma classique en trois étapes avec I’extension du
prolongement de migration puis la centrokinése qui précéde la nucléokinese. (Droite) Le
cytosquelette et les moteurs moléculaires sont des acteurs majeurs de la migration saltatoire.
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(1)

(i)

(iii)

La direction du prolongement de migration détermine la direction de migration
(Martini et al., 2009). Dans les neuroblastes issus de la zone ventriculaire/sous-
ventriculaire, des filaments de F-actine s’accumulent au bout du prolongement
de migration durant son extension. Cette accumulation est régulée par des
petites GTPases appartenant a la famille Rho comme Racl. Le traitement
pharmacologique de neuroblastes en migration avec du Nocodazole empéche
I’extension du prolongement de migration (Schaar and McConnell, 2005).
D’autres études ont montré que la mutation dans le géne cyclin-dependant
kinase 5 (Cdk5) ou doublecortin (Dcx), tous deux impliqués dans
I’organisation des microtubules, induit des défauts morphologiques du
prolongement de migration des neurones, plus courts et plus branchés (Hirota
et al., 2007; Koizumi et al., 2006). Ceci suggere que les microtubules sont

aussi impliqués dans cette étape.

La dilatation est un gonflement cytosolique qui se forme de manicre transitoire
dans la partie proximale du prolongement de migration. La création de ce
renflement se déroule apres I’extension du prolongement de migration et avant
la translocation nucléaire. Elle contient des organites intracellulaires comme le
centrosome et I’appareil de Golgi (Bellion et al., 2005).

RhoA, une petite GTPase dont la fonction est associée a la régulation du
cytosquelette et de la contractilit¢ de I’actomyosine, est activé dans la
dilatation ou dans la partie proximale du prolongement de migration, en
fonction de la phase de migration (Ota et al., 2014). Gmip, une protéine activée
par RhoA est également présente. Elle inhibe 1’activité¢ de RhoA et diminue la
fréquence de formation de la dilatation (Ota et al., 2014). mDia, un effecteur de
RhoA, est requis pour la migration du centrosome dans la dilatation sans pour
autant affecter sa formation (Shinohara et al., 2012). L’ensemble de ces
protéines fonctionne ensemble pour la réalisation de I’étape de formation de la

dilatation et de la migration du centrosome vers 1’avant de la cellule.

La translocation nucléaire est déterminée par la dynamique du systeme
actomyosine, régulée par RhoA. Durant la translocation du soma,

I’accumulation de non-muscle-myosine-II et de F-actine est observée au niveau
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de la partie proximal du prolongement de migration et a ’arriere de la cellule
dans le prolongement de queue (Martini and Valdeolmillos, 2010). La
perturbation de RhoA ou de la myosine-II par traitement pharmacologique
induit la suppression de la translocation nucléaire suggérant que la contraction
de I’actomyosine, controlée par RhoA, est nécessaire au déroulement de la
nucléokinése (Ota et al., 2014). D’autres parts, des défauts de translocation
nucléaire sans probleme de positionnement de centrosome ont été observé dans
des neuroblastes portant une mutation dans le géne Dcx (Koizumi et al., 2006).
Ceci suggere que les microtubules et les moteurs moléculaires associés sont
impliqués dans la translocation nucléaire en coordination avec les contractions
d’actomyosine. Selon le mode¢le actuel, le mouvement en avant du centrosome
précédant celui du noyau permet 1’addition de forces de tension dans le réseau
de microtubules entourant le noyau, appelé cage périnucléaire. Le noyau est
ensuite tiré vers le centrosome grace a I’action de la dynéine sur les fibres de
microtubules (Rivas and Hatten, 1995; Solecki et al., 2004; Tsai and Gleeson,
2005; Xie et al., 2003). Les forces de poussée générées a ’arricre du corps
cellulaire par la contraction de 1’actomyosine compléteraient 1’action pour une
nucléokingse efficace (Bellion et al., 2005; Martini and Valdeolmillos, 2010;
Schaar and McConnell, 2005).

1.5. Mécanismes de controle de la migration neuronale

Ma thése se concentre sur la migration des neuroblastes dans le CMR. Je
m’intéresserai donc dans cette partie uniquement aux facteurs régulant la migration

tangentielle dans ce systéme.

1.5.1. Facteurs chimiques

De nombreux facteurs solubles décrits comme attractifs ou répulsifs dans la navigation
axonale sont également impliqués dans la régulation de la migration dans le CMR. Je citerai
ici quelques exemples.

e Slit: Les ventricules latéraux sont couverts de cellules épendymaires ciliées dont le
battement synchronisé crée un flux caudo-rostral de liquide céphalorachidien (LCR) dans les

ventricules. Dans des souris mutantes Tg737°™* caractérisées notamment par des défauts de
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cils épendymaires, le flux de LCR est perturbé et des défauts de migration des neuroblastes
issus de la ZSV sont observés (Sawamoto et al., 2006). Les auteurs ont également montré que
les battements ciliaires permettaient de former un gradient de signaux chémorepulsifs de Slit
qui est nécessaire a 1’orientation de la migration des neuroblastes dans la ZSV. Une autre
¢tude a montré que Slit était sécrété dans la partie postérieure du cerveau et que ses
récepteurs, Robos, sont exprimés dans la ZSV et par les neuroblastes en migration dans le

CMR (Nguyen-Ba-Charvet et al., 2004).

® Sonic Hedgehog (Shh) : Elodie Angot et ses collégues ont caractérisé la présence de Shh

dans le liquide céphalorachidien (LCR) et la présence d’un récepteur de cette voie,
Smoothened, dans les neurones en migration dans le CMR (Angot et al., 2008). La greffe de
cellules exprimant Shh a proximité du CMR conduit au détachement des cellules en migration
du CMR et leur migration vers la source de Shh. Inversement, le blocage de la voie par
injection intraventriculaire d’un anticorps contre Shh induit la facilitation de la migration des
neurones avec une augmentation de leur vitesse de migration. Ces données suggerent que Shh

présent dans le LCR freine la migration des jeunes neurones vers le BO.

e VEGF/BDNF : Plusieurs facteurs de croissances ou neurotrophiques ont été identifiés

comme molécules attractives pour la migration dans le CMR.

Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est exprimé dans la ZSV et par les cellules
gliales du CMR (Balenci et al., 2007). Lorsqu’on inactive le récepteur VEGFR1 dans des
souris de maniere constitutive, la migration dans le CMR est ralentie (Wittko et al., 2009).

Le Brain derived Neurotrophic Factor (BDNF) et son récepteur TrkB sont exprimés dans le
CMR et les BO chez le rongeur adulte (Mackay-Sima and Chuahb, 2000) et le blocage
pharmacologique de la voie BDNF/TrkB inhibe la migration des neuroblastes du RMS
(Chiaramello et al., 2007).

® Sérotonine . dans un article récent, 1'équipe d'Hannah Monyer montre ¢légamment que les
projections sérotoninergiques issues du raphé post-natal s'alignent avec le CMR et que la
signalisation de la sérotonine sur son récepteur S-HT3A régule la vitesse et la directionnalité

des neurones (Garcia-Gonzalez et al., 2017).
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1.5.2. Facteurs d’adhésion

Les interactions cellulaires et avec la matrice extracellulaire jouent également un role

fondamental dans la modulation de la migration dans le CMR.

® Les métalloprotéases matricielles (MMPs) : Ce sont des protéases principalement connues

pour leur role dans les métastases et I’invasion d’un tissu (Kessenbrock et al., 2010). Les
cellules du CMR expriment certaines MMPs et leur activité est nécessaire pour la migration
des neuroblastes. En présence d’un inhibiteur de MMP, la vitesse de migration des

neuroblastes est réduite (Bovetti et al., 2007).

e Les intégrines a6f1 sont également exprimées par les neuroblastes en migration dans le
CMR et elles interagissent avec la laminine présente dans la matrice extracellulaire pour
guider la migration (Emsley and Hagg, 2003). Le blocage des intégrines conduit a la
perturbation de la migration en chaine avec la dispersion des cellules en migration (Emsley

and Hagg, 2003; Murase and Horwitz, 2002).

® NCAM : Les interactions homophiliques sont essentielles dans le maintien des chaines de
migration. NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) est une molécule d’adhésion cellulaire
majeure exprimée par les neurones en migration. Dans les souris déficientes pour NCAM, le
bulbe olfactif est petit et les neurones en migration s’accumulent dans la partie caudale du
CMR pres de la ZSV (Cremer et al., 1994; Hu et al., 1996). Dans le CMR, les NCAM sont
polysialylées (Hu et al., 1996). Retirer le motif de polysialysation induit une dispersion des

neurones in vivo et in vitro (Battista and Rutishauser, 2010; Chazal et al., 2000).

® N-Cadhérines : Les N-Cadhérines sont exprimées dans les neurones en migration du CMR

(Yagita et al., 2009) et sont impliquées dans les adhésions homophiliques au sein des

complexes de pseudo-jonctions adhérentes (Yagita et al., 2009).

® Le systeme vasculaire participe également a la migration de deux maniéres différentes. Il

assure d’une part le transport de I’oxygene, des nutriments et des facteurs solubles secrétés et
d’autre part sert d’échafaudage physique sur lequel les cellules peuvent s’appuyer pour migrer

(Bovetti et al., 2007; Snapyan et al., 2009).
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2. LE CIL PRIMAIRE

2.1. Historique

2.1.1. Nom et découverte du cil primaire

Dans cette partie et la suivante les articles du XIXe siecle sont référencés dans

Bloodgood, 2009. car ils ne sont pas présents dans PubMed

A Dorigine, on parlait de cil lorsque la surface de la cellule comportait plusieurs cils
tandis que le terme de flagelle central était utilisé lorsqu’il n’existait qu’un seul cil. En 1968, a
partir d’études déja publiées, Sergei Sorokin observe que le cil primaire est le premier des cils
a étre construit a la surface de la cellule avant de disparaitre définitivement ou de laisser place
aux cils motiles. Il écrit : « le cil rudimentaire est connu pour étre présent dans une grande
variété de cellules et qu’il n’a qu’une existence transitoire [...] » (Sorokin, 1968). Il propose
alors le terme de cil primaire qui est encore utilis¢ par la communauté scientifique

actuellement.

L’observation du cil primaire fut difficile pendant longtemps a cause de la mauvaise
qualité des préparations et de la mauvaise résolution optique des microscopes. Le manque
d’¢étude a entretenu le flou autour de sa fonction et de son nom par la méme occasion.
Néanmoins, les premieres observations du cil primaires remontent a la fin du XIXeéme siécle.
Entre 1844 et 1876, plusieurs études de différents laboratoires montrent la présence de ce petit
organite a la surface de cellules épithéliales de différents tissus de deux espéces animales
différentes, la lamproie et I’amphioxus. Par exemple, Kowalevsky rapporte que « toutes les
cellules [...] sont couvertes de nombreux cils et que ceux-ci disparaissent a une étape
ultérieure pour étre remplacés par un flagelle sur chaque cellule ». Cependant, on attribue
souvent a tort la découverte du cil primaire a Karl Wilhelm Zimmermann en 1898.
Zimmermann est en fait le premier a I’avoir décrit a la surface de cellules de mammiferes
dans un article publi¢ en 1898 tir¢ d’observations de cellules épithéliales glandulaires de

mammiferes.
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2.1.2. 1898, I’hypothése Henneguy-Lenhossek

Pendant longtemps, les différentes fonctions supportées par le centrosome ont
représenté un casse-téte pour les scientifiques, cristallis¢é par [’hypothése Henneguy-
Lenhossek (H-L). En 1898, Henneguy et Lenhossek publient deux papiers dans lesquels ils
proposent I’idée simple que le centrosome et le corps basal sont un seul et méme organite. La
conséquence de cette hypothése est que les cellules ciliées sont incapables de se diviser tant
que le cil est présent puisque le centrosome est mobilisé par le cil primaire.

Les centrioles et les corps basaux partagent des caractéristiques morphologiques : taille et
forme similaire, position intracellulaire similaire, méme coloration avec 1’hématoxylin-fer ou
avec la microscopie polarisée. En 1970 et 1976, Friedlander et Wahrlan puis LaFountain
montrent dans les cellules méiotiques de spermatocytes d’insectes que le centrosome sert a la
formation du fuseau mitotique puis de corps basal pour le cil primaire (Friedlinder and
Wahrman, 1970; LaFountain, 1976). Malgré la présence de solides arguments en faveur de
I'hypotheése H-L, certains persistaient a la réfuter. Parmi les quelques scientifiques opposés a
I’hypothéese, Erhard fait figure de leader avec ses observations de cellules ciliées en mitose.
Malheureusement pour lui, un certain nombre d’observations était en fait des superpositions
de cellules ciliées et de cellules en division.

Aujourd’hui, I’hypothése H-L est communément admise méme si peu de personne ont

entendu parler de cette théorie par son vrai nom.

2.1.3. Microscopie électronique et redécouverte du cil primaire

Dans les années 1960, le développement de la microscopie ¢lectronique a transmission
(MET) et son application a différents tissus et types cellulaires ont participé a la
«redécouverte » du cil primaire. Les nombreux rapports d’observation consécutifs a
I’utilisation de cette méthode de microscopie ont permis la découverte du cil primaire dans de
nouveaux types cellulaires comme les neurones ou les cellules pulmonaires dans lesquels ils
n’avaient pas été observés auparavant (Palay, 1960; Sotelo and Trujillo-Cenoz, 1958).

Le second avantage de cette technique est de pouvoir accéder a I’ultrastructure des objets que
I’on observe. Sotelo rapporte dans son ¢étude la structure 9+0 caractéristique du cil primaire.
L’association de I’axonéme aux centrioles est découverte plus tard par Barnes (Barnes, 1961)
avec I’¢tude du cil primaire des cellules de la glande pituitaire. L’avancée majeure suivante

fut la découverte du processus d’assemblage du cil (Sorokin, 1968). A partir de 1’observation
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d’une grande quantit¢ de tissus, les auteurs ont décrypté les différentes étapes de la

ciliogénése des cils primaires et des cils motiles (Sorokin, 1968).

2.1.4. L’dge d’or du cil primaire

Les années 1980 représentent une période de stagnation pour la recherche sur le cil
primaire. Mais les projecteurs se sont a nouveau braqués sur le cil avec la découverte du
transport intraflagellaire dans les flagelles des Chlamydomonas par Kozminski en 1993
(Kozminski et al., 1993). Par la suite, il a ét¢ montré que le transport intraflagellaire est
nécessaire pour 1’assemblage et le maintien du cil primaire (Rosenbaum and Witman, 2002).

Entre 2000 et 2005, un certain nombre d’événements a contribué a une augmentation
forte de l’intérét porté au cil s’étendant aux domaines de la physiologie, la biologie
développementale, la signalisation cellulaire et la recherche médicale : la démonstration d’un
role de détection de flux par les cils primaires du tubule rénale (Praetorius and Spring, 2005),
la découverte de défauts ciliaire dans la souris Oak Ridge Polycystique Kidney disease
(ORPK, Lehman et al. 2008), la découverte du rdle central du cil primaire dans
I’établissement de 1’asymétrie gauche-droite (Satir and Christensen, 2007), I’association du cil
primaire avec les systemes de signalisation cellulaire majeure chez les mammiféres et en
particulier Shh (Goetz and Anderson, 2010; Huangfu et al., 2003).

Auparavant, seulement deux ciliopathies étaient connues comme telles, le syndrome de
Kartagener et le syndrome d’Usher. C’est I’étude de la souris ORPK qui a permis de mettre en
lumicre les nombreuses ciliopathies dans lesquelles le cil primaire était affecté. Elle a été
décrite pour la premicre fois en 1994 (Moyer et al., 1994). Dans ce mode¢le, un large éventail
de défauts a été observé incluant des malformations hépatiques et pancréatiques, une
dégénérescence rétinienne, des problémes de squelette, une hypoplasie cérébelleuse, un situs
inversus, une hydrocéphalie (Lehman et al., 2008). L’étude de ce mutant a permis de mettre
en évidence le role essentiel du cil primaire dans une large gamme de processus cellulaires et

d’étendre le nombre de ciliopathies détectées.

2.2. Structure

Grace aux ¢études en microscopie ¢€lectronique, la structure du cil primaire est
aujourd’hui connue. Elle est caractérisée par trois attributs : (i) une présence a la surface de la

plupart des cellules eucaryotes (Wheatley et al., 1996), (ii) un cytosquelette qui lui est propre
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appelé axonéme central constitué¢ de neuf paires de microtubules (Sorokin, 1962), (iii) un
transport intraflagellaire qui achemine les différents cargos dans et en dehors du cil primaire
(Kozminski et al., 1993).

La figure 14 résume les caractéristiques principales qui sont discutées dans chacun des

paragraphes suivants.

Coupe transversale

Membrane ciliaire

g® Q>
2 8

Doublet de microtubules

Transport |A |
antérograde

7
Léegende:
C}moux; Dynein '&1 Corps basal
Transport antérograde ' Zone de transition
w Kinésin - Ex: Rpgripll
ex: Kif3a
(@ cargo+particulie TIF ||| ARONSITE de

microtubules
Protéine ciliaire
® ex: Arl13b

Figure 14 : Le cil primaire est un petit organite présent a la surface de la plupart des
cellules eucaryote et joue le role d’antenne pour la cellule.

Il est relié au corps basal par un axonéme central de microtubules. Il posséde son propre
systéme de transport intraflagellaire et est isolé du reste de la cellule grace a la zone de
transition située a sa base. Abréviation : ZT, Zone de transition.

2.2.1. Axoneme

Les neufs triplets de microtubules qui forment notamment le centriole pere se
transforment en neufs doublets de microtubules qui se superposent de la base du cil primaire
jusqu’a I’apex du cil. Les cils motiles posseédent en plus un doublet central de microtubule sur
lequel des dynéines se déplacent ce qui permet un mouvement du cil.

En fonction de la présence ou de 1’absence des doublets centraux de microtubules, on
distingue deux modeles de cil. Les cils motiles font généralement partis du modele 9+2, pour
neuf doublets de microtubules et deux doublets centraux de microtubules. Les cils primaires
non motiles sont associés au modele 9+0 (Figure 14, en haut a gauche). Néanmoins, cette
dichotomie peut étre nuancée puisqu’il existe des exceptions dans les deux cas. On peut citer

notamment les exemples des cils primaires de certaines cellules sensorielles de I’épithélium
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olfactif des mammiferes ou des cellules ciliées de I’appareil vestibulaires de certains vertébrés
(Flock and Duvall, 1965). Leurs cils sont 9+2 mais sont incapables de bouger puisqu’ils leur
manquent les dynéines axonémales nécessaires a la rotation. De la méme manicre, il existe
des cils 9+0 qui sont capables de bouger comme chez les gaméetes males des diatomées

(Corbiere-Tichane, 1971).

2.2.2. Zone de transition et adressage

Malgré la continuité entre la membrane plasmique du cil primaire et le reste de la
cellule, le cil primaire est un organite a part entiere. A la base du cil, la zone de transition
filtre les entrées et sorties du cil primaire (Figure 14, ZT). La structure de la zone de transition

est extrémement similaire aux pores nucléaires (Christensen and Ott, 2007).

A T’heure actuelle, aucune traduction locale au niveau du cil primaire n’a été découverte. Les
protéines présentes au niveau du cil primaire doivent donc étre adressées au cil primaire et
passer la zone de transition.

Pour les protéines transmembranaires, deux moyens d’adressage différents sont

utilisés. Les protéines sont concentrées dans des vésicules d’exocytose spécifiques provenant
de I’appareil transgolgien. Les vésicules sont transportées jusqu’a la base du cil ou elles
fusionnent avec la membrane ciliaire. Ces molécules portent souvent une séquence
d’adressage au cil, de petite taille : VXPX ou X représente n’importe quel acide aminé
(Christensen and Ott, 2007). Ce processus a ¢été particulierement étudié¢ dans le segment
externe des photorécepteurs de la rétine chez les vertébrés (Pearring et al., 2013).
Les protéines peuvent également diffuser par transport latéral entre la membrane plasmique et
la membrane ciliaire. Par exemple, le récepteur a la dopamine D1 ou le récepteur Smoothened
sont adressés au cil primaire par diffusion latérale grace a I’interaction entre leurs parties
cytoplasmiques et des complexes de transport intraflagellaire B (Leaf and Von Zastrow, 2015;
Milenkovic et al., 2009).

Dans le cas de protéines cytosoliques, I’adressage au cil ne nécessite pas ’utilisation
de vésicules de transport. Les protéines doivent cependant passer par les pores de la zone de la
barriere de diffusion. A ce niveau, les protéines interagissent avec des moteurs moléculaires
ciliaires du systéme de transport intraflagellaire (Qin et al., 2005; Rosenbaum and Witman,

2002).
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2.2.3. Transport intraflagellaire

Le systeme de transport intraflagellaire (STIF) est un systétme de transport
bidirectionnel utilisant I’axonéme comme rail pour le transport le long du cil (Figure 14). La
dynamique de transport intraflagellaire a été observée pour la premicre fois par microscopie a
contraste interférentiel et microscopie électronique dans les flagelles de Chlamydomonas
(Kozminski et al., 1993). De gros complexes sont déplacés de la base du cil vers I’appendice
distal grace a la kinesin 2. Le transport rétrograde fait intervenir un autre moteur moléculaire,
la dynéine cytoplasmique 2 (Rosenbaum and Witman, 2002). Chez la souris et I’homme, la
kinésine 2 est formée de deux complexes appelés KIF3A et KIF3B (Scholey, 1996). La
délétion conditionnelle du géne KIF3A dans des modeles cellulaires ou des lignées de souris a
permis 1’étude du role du cil primaire dans de nombreuses conditions (pour la migration

neuronale par exemple, Baudoin et al., 2012).

2.3. Ciliogénese

La ciliogénese ou assemblage du cil primaire est un processus en quatre étapes tres
bien décrites et qui démarre lorsque la cellule quitte le cycle mitotique en réponse a une
absence de molécules mitogénes ou de facteurs de différenciations (Archer and Wheatley,
1971; Pedersen et al., 2008; Sorokin, 1962). De petites vésicules provenant de 1’appareil de
Golgi s’accumulent autour de 1’extrémité distale du centriole pere. La fusion de ces vésicules
autour du centriole permet la création de la vésicule ciliaire dans laquelle 1’axonéme
commence a émerger (Figure 15, étape 1). De nouvelles vésicules viennent fusionner avec la
nouvelle membrane pour créer une poche ciliaire entourant I’axonéme et dans laquelle les
paires de microtubules viennent s’ajouter et participer a I’extension du cil primaire (Figure 15,
¢tape 2). Ce gros complexe est adressé a la membrane avec laquelle il fusionne ensuite
permettant 1’exposition du jeune cil primaire a la surface de la cellule (Figure 15, étape 3). La
ciliogénese se termine avec 1’ajout de doublets de microtubules a 1’extrémité distale du cil
primaire jusqu’a ce qu’il atteigne la taille requise (Figure 15, étape 4). L’extension du cil

primaire est réalisée grace au STIF.
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Figure 15 : La ciliogénése est réalisée en 4 étapes distinctes.

Le cil primaire est assemblé a partir du centriole pere et de la fusion de vésicules centriolaires.
Les microtubules sont ensuite ajoutés successivement par fusion de nouvelles vésicules avant
que le cil ne soit adressé a la membrane et exposé a la surface de la cellule

2.4.Transduction des signaux par le cil primaire

2.4.1. Détection des molécules chimiques

La découverte de la nécessité du cil primaire pour la voie de signalisation Sonic Hedgehog a
propulsé le cil primaire au centre de 1’intérét porté a la physiologie cellulaire (Huangfu et al.,
2003) et a mené a la découverte de nombreuses voies de signalisation passant par le cil. Le
tableau de la figure 16 présente sous forme de tableau les principaux récepteurs localisés au

niveau du cil primaire ainsi que les résultats importants tirés des différentes études.

2.4.2. Détection des signaux mécaniques

Le cil primaire est présent a la surface des cellules et est exposé a 1’environnement
extracellulaire. Sa localisation et sa forme aménent naturellement a se questionner sur son role
possible de mécanotransduction. Dés 1898, Zimmermann écrivait « On pourrait également
imaginer que ce délicat flagelle, dont les mouvements n’ont sans doute aucun impact
significatif sur les sécrétions présentes dans la lumiére des glandes, pourrait fonctionner

comme une sorte d’organe sensoriel. Des changements dans la configuration des fluides de
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secrétion [a ['intérieur de la lumiere des glandes] pourrait avoir un effet stimulant sur le
flagelle au moyen duquel la fonction sécrétrice pourrait étre affectée de maniere qualitative
ou quantitative ».

En 1997, Bowser et ses collégues montrérent que le cil primaire de cellules rénales en cultures
¢tait capable de se plier en réponse a des flux de liquides similaires a ceux observés in vivo
dans le tubule rénal (Schwartz et al., 1997). Plus tard, 1’utilisation de biosenseurs calciques
dans des cellules rénales en culture permis a 1’équipe de Praetorius de mettre en évidence une
augmentation de calcium intraciliaire en réponse a la courbure du cil primaire (Praetorius and
Spring, 2005).

Mais en 2016, les données publiées par Delling sont en contradictions avec celles de
Praetorius. Malgré I’adressage spécifique au cil d’une nouvelle génération de biosenseur
sensible au calcium et de 1’application de différents courants de forces différentes dans un
certain nombre de types cellulaires, ils ne purent jamais détecter de modification de
concentration de calcium dans le cil. En revanche, les auteurs expliquent que I’augmentation
de la concentration calcique observée dans les précédents articles pourrait etre expliquée par
la diffusion passive du calcium depuis le cytoplasme de la cellule jusque dans le cil primaire
(Delling et al., 2016).

Dans ce contexte de débat autour du role de mécano transduction du cil primaire avec
le calcium comme second messager, 1’équipe de Nag et Resnick développa un modele
mathématique pour tester in silico les différentes hypothéses. En utilisant les données
biophysiques de nombreuses publications, leur modele permis de conclure que le cil pouvait
jouer ce role mais que le calcium n’était pas nécessairement le second messager utilisé (Nag
and Resnick, 2017). L’AMPc pourrait représenter une alternative intéressante étant donné sa

grande concentration dans le cil primaire (Moore et al., 2016).

2.5. Role dans le neurodéveloppement

Les progéniteurs neuronaux et les neurones en développement assemblent un cil
primaire. Le réle du cil primaire dans le développement du cerveau et le fonctionnement du
cerveau est évident lorsque 1’on regarde la structure du cerveau dans les ciliopathies comme
par exemple les syndromes de Joubert, de Meckel-Gruber ou de Bardet-Biedl. L’équipe d’Eva
Anton a formé une librairie de sShARN qui ciblent une trentaine de génes connus pour étre liés
a des ciliopathies humaines et des défauts neurologiques (Guo et al., 2015). L’utilisation de

ces sh par électroporation in utero dans des cerveaux embryonnaires de souris a permis de
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mettre en lumiere de maniere plus précise le role fondamental du cil primaire dans toutes les
¢tapes de corticogénese depuis la neurogéneése jusqu'a l'intégration des neurones en passant

par la migration (Guo et al., 2015).

2.5.1. Neurogénése

Deés sa découverte, le cil primaire a été identifié comme une antenne potentielle de la
cellule servant a la détection de morphogenes et de facteurs de croissance. En ce qui concerne
les cellules souches neurales de la ZSV qui bordent les ventricules cérébraux, sa localisation
unique dans la lumiére des ventricules suggére qu’il pourrait jouer un important role dans la
détection de signaux du liquide céphalo-rachidien. Le laboratoire d'Arturo Alvarez-Buylla a
réalisé 1’ablation du cil primaire dans les cellules progénitrices de la ZSV et leur descendance
en utilisant des all¢les conditionnels de génes essentiels dans le transport intraflagellaire
comme Ift88 ou Kif3a. Cette délétion induit la diminution de la neurogénése dans un
domaine de la ZSV ventrale qui répond a Shh, montrant le réle essentiel du cil primaire dans
la modulation de la neurogénése dans la ZSV (Tong et al., 2014).

Dans I’hippocampe, second siége de neurogénese adulte chez le rongeur, le cil primaire joue
¢galement un role crucial (Han et al., 2008). Dans ce systéme, la perturbation de la
ciliogénese ou de la voie de signalisation Shh conduit & des défauts de neurogénese.
Inversement, 1’expression d’une forme constitutivement active de Smo, le récepteur de Shh,
permettant une suractivation de la voie, augmente de mani¢re importante le nombre de
neurones générés dans 1’hippocampe se traduisant par une expansion du gyrus dentelé. La
neurogénese post-natale hippocampique requiert donc une signalisation Shh active et un cil

primaire fonctionnel.

Par ailleurs, I'¢tude de Guo et al (Guo et al., 2015) montre que plusieurs génes impliqués dans
des ciliopathies (BUBR1, IFT 80 ou KIF7 notamment) sont des modulateurs de la
prolifération de progéniteurs corticaux .

Plus précisément, la mutation de BUBRI1 est a I’origine du syndrome de séparation des
chromatides prématurée, une ciliopathie caractérisée par une microcéphalie et un retard
mental (Suijkerbuijk et al., 2010). Bubrl est localisé au centrosome/corps basal et est un
composant-clé du complexe protéique nécessaire a la formation du fuseau mitotique durant la
mitose (Hildebrandt et al., 2011). Un niveau d’expression insuffisant de Bubrl induit la

dérégulation du cycle cellulaire et des défauts de ciliogénése (Miyamoto et al., 2011).
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2.5.2. Migration neuronale

Les fibroblastes sont un excellent modéle de 1’étude in vitro de la migration cellulaire.
En 1977, Albrecht-Buehler observe aprés marquage avec des billes d’or dans ces cellules en
migration une corrélation entre la direction vers laquelle pointait le cil primaire et la direction
de migration (Albrecht-Buehler, 1977). Il en conclut que le cil primaire pourrait jouer un role
dans le contrdle directionnel de la migration des NIH3T3. Plus récemment, I’équipe de
Christensen a montré que le cil primaire agissait dans ces cellules comme une antenne
sensorielle qui était capable de détecter des signaux extracellulaires comme un gradient de
PDGFa et de modifier en conséquence la direction de migration (Schneider et al., 2009,

2010).

En ce qui concerne les neurones, principalement deux études ont montré un réle
similaire du cil primaire dans la migration neuronale (Baudoin et al., 2012; Higginbotham et
al., 2012).

D’abord, I’invalidation génétique du cil primaire dans deux mutants conditionnels, Kif3a'o¥/1ox
et Ift881°¥1x altére la capacité des neurones corticaux GABAergiques embryonnaires a se
réorienter au niveau de la plaque corticale (Baudoin et al., 2012). Les auteurs ont ensuite
cherché a identifier la voie de régulation impliquée dans ce processus de réorientation et
dépendante du cil primaire. La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est connue pour
étre dépendante du cil primaire et son récepteur est localisé au niveau du cil primaire
(Huangfu et al., 2003; Pal and Mukhopadhyay, 2015). Le blocage de la signalisation Shh avec
la cyclopamine, un antagoniste du récepteur Smo, induit des défauts de migration similaires a
ceux retrouvés chez les mutants ciliaires (Baudoin et al., 2012). Inversement, 1’activation de
cette voie de signalisation avec I’injection de Shh dans le milieu permet de restaurer la
capacité de réorientation des neurones. Ceci suggere que la réorientation des interneurones
corticaux est un processus qui requiert I’action de Shh au niveau du cil primaire.

Parall¢lement, 1’équipe d’Eva Anton a réalisé la méme étude en utilisant un autre mutant de
délétion du cil primaire, la lignée Arl13b'¥°% La délétion d’Arl13b conduit a la diminution
d’expression d’Arl13b, une GTPase ciliaire, connue pour induire le syndrome de Joubert, une
ciliopathie. Dans cette étude, Higginbotham et ses collégues démontrent que la délétion
d’Arl13b perturbe 1’adressage de certains récepteurs au cil primaire sans induire son ablation

(Higginbotham et al., 2012). Les neurones mutés sont incapables de répondre a des signaux
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attractifs libérés par les cellules corticales dorsales (Robo 1/2 ou TrkB) et ne migrent pas
correctement, un phénotype similaire a celui de I’étude de I’équipe de Christine Métin.
Ces études établissent clairement un lien entre le cil primaire et la migration ce qui nous a

conduit a étudier le réle du cil primaire dans la migration des neurones du CMR.

Par ailleurs, une autre étude a également montré un rdle indirect du cil primaire dans la
migration neuronale a travers le controle de la polarité des cellules de glie radiaire. Ces
cellules assemblent un cil primaire sur leur surface apicale, vers la lumiére des ventricules
cérébraux. Dans les souris Arl13b°¥1% ]a délétion d’Arl13b durant les étapes précoces
d’embryogénése perturbe la polarité apico-basale résultant en une inversion de la polarité des
cellules de glie radiaire. Les neurones sont incapable de migrer correctement sur ce substrat
inversé ce qui conduit & un placement aberrant des neurones corticaux et une inversion

compléte de 1’organisation du cortex (Higginbotham et al., 2013).

2.5.3. Intégration

La persistance du cil primaire dans les neurones apres I'étape de migration suggere
qu’il pourrait également jouer un role dans les étapes d’intégration des neurones dans les

circuits existants.

Dans I’hippocampe de souris adultes, les cellules granulées du gyrus denté assemblent
leur cil primaire parallélement au développement de I’arborisation dendritique (Kumamoto et
al., 2012). Le blocage de I’assemblage du cil dans ces cellules par 'utilisation de stratégies
génétiques (dominant négatif Kif3a ou sh Ift88) conduit a des défauts de maturation des
synapses glutamatergiques. Le nombre de courants post synaptiques excitateurs, 1’amplitude
de ces courants et leur fréquence sont réduits dans les cellules délétées du cil primaire. Le
phénotype synaptique est associé¢ a une absence de raffinement de I’arborisation dendritique.
Dans le cortex, la perturbation des fonctions ciliaires aprés délétion de la GTPase Arl13b dans
les interneurones induit une simplification de leur arborisation dendritique et une réduction de
leur taille conduisant a des défauts de balance excitation/inhibition. Ce phénotype peut étre
sauvé par D’activation de RCPGs ciliaires ou par la surexpression du récepteur a la
somatostatine (SST3R), connu pour étre ciliaire, dans les neurones Arl13b déficient (Guo et
al., 2017). Ces résultats montrent que le cil primaire est requis pour la formation des circuits

inhibiteurs et la connectivité interneuronale dans le cortex.
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L’ensemble de ces études suggere que le cil primaire joue un role dans toutes les étapes de la
vie des neurones depuis leur naissance jusqu’a leur intégration dans le réseau.

Nous avons d'ailleurs pu constater pendant mon M2 que les neurones nouvellement générés
par la ZSV adulte pouvaient assembler un cil a chaque étape de leur maturation et est

maintenu dans les neurones matures, ce qui est résumé dans la figure 17.

Figure 17 : Schéma récapitulatif
des caractéristiques du cil
primaire au cours des
différentes étapes de migration
et de différenciation des
neurones granulaires du BO
adulte (résultats de M2).

(Haut) Immunohistochimie sur
coupe de cerveau de souris Swiss
injectée avec un lentivirus GFP
dans la ZSV. Marquage anti GFP

GFP ArI13l§,/"

Sens de migration

o e st e ks b A e SN 7 e M L (vert), anti-ytubuline (rouge) et
anti-Arl13b  (gris). La fléche
Type 1 Type 2 Type 3/4 Type 5 (20j) montre le sens de migration des

cellules. On observe en particulier
, une cellule avec la morphologie
CPE N caractéristique  de  cellule en
ceM )4 migration tangentielle qui porte un cil
, primaire associé¢ a son centrosome au
d niveau de son corps cellulaire

i (insert). Barre d’échelle : 10pm.
| (Bas) Les pourcentages de cellules
f qui assemblent un cil primaire a
' , chaque stade de maturation sont
- o4 X s D indiqués en bas. Un cil est compté
comme appartenant a une cellule
lorsqu’un centrosome yTub
immunopositif est clairement détecté
dans la cellule et qu’un cil Arl13B
positif y est attaché comme en haut.
Les cellules dont le centrosome n’est
pas détecté ne sont pas comptabilisées. Les différents types de cellules sont définis selon la
classification de (Petreanu and Alvarez-Buylla, 2002) comme dans la figure 5. Le
pourcentage de cellules présentant un cil détectable varie selon les stades. Ces résultats
obtenus sur tissu fixé montrent que chaque stade peut assembler un cil mais les pourcentages
ne sont pas faciles a interpréter (Par exemple, le pourcentage de 30% de cellules de type 1
portant un cil peut refléter le fait que peu de cellules ont un cil ou que ce cil est présent dans
un large pourcentage de cellules mais qu'il est extrémement dynamique). Abréviations :
(CCQG) couche des cellules granulaires, (CCM) couche des cellules mitrales, (CMR) courant

de migration rostral, (CPE) couche plexiforme externe.

CCG r
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3. L’ADENOSINE MONOPHOSPHATE CYCLIQUE (AMPc)

3.1. Roles de ’AMPc dans le développement du systéme nerveux

De multiples étapes du développement du systeme nerveux implique 1’activation de cascades
de signalisation impliquant I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Averaimo and
Nicol, 2014). Par exemple, la polarisation neuronale, processus par lequel un neurones choisit
un de ces neurites comme axone, nécessite la signalisation par les nucléotides cycliques,
AMPc et GMPc (Guanosine monophosphate cyclique) (Shelly et al., 2010). Dans les neurites
en cours de différenciation dans des neurones hippocampiques en culture, les activités locales
de PAMPc et du GMPc activent et suppriment respectivement la formation des axones et
exerce des effets opposés sur la formation des dendrites. La régulation réciproque de la
concentration d’AMPc et de GMPc permet donc de coordonner le développement d’un axone
et de plusieurs dendrites.

L'AMPc joue également un rdle essentiel dans la croissance axonale, ou de forte
concentration d'AMPc favorise 1'élongation de 1'axone (Cai et al., 2001; Corredor et al., 2012;
Roisen et al., 1972; Shewan et al., 2002)

De méme, I'AMPc est fondamental pour le guidage axonal. Dans les filopodes des cones de
croissances des neurones en développement, 1’activation du récepteur Deleted in Colorectal
Cancer (DCC) par la Netrin-1 induit une augmentation locale transitoire de la concentration
d’AMPc qui conduit a une augmentation de la fréquence des vagues calciques dans cette
partie du neurone (Nicol et al., 2011). L’AMPc produit spécifiquement dans les filopodes
régule le guidage axonal en orientant le cone de croissance vers la source de molécule
attractive comme Netrin. Enfin, la perturbation des signaux AMPc dans les axones
commissuraux de la moelle chez le Xénope leur fait adopter des trajectoires anormales.
L'AMPc intervient également plus tardivement dans la formation des cartes topographiques et
dans la compétition synaptique dépendante de I'activité (Averaimo and Nicol, 2014), ce que je

ne détaillerai pas ici.

3.2. Cycle de I'AMPc¢

3.2.1. Synthése et cibles

Les acteurs principaux de la cascade de signalisation de I’AMPc sont bien décrits

(Figure 19). Les adénylates cyclases (AC) sont les enzymes qui induisent la cyclisation de
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I'AMPc a partir de I'ATP. Elles sont généralement activées par la liaison d'un RCPG a son
ligand. Il existe 10 genes distincts qui codent pour deux classes d’ACs, 9 sont
transmembranaires et une est soluble (Cooper and Crossthwaite, 2006).

L’AMPc se lie principalement a trois cibles protéiques : les cyclic-nucleotide-gated ion
channel (CNG), les exchange proteins activées par ’AMPc (EPAC) et la protéine kinase A
dépendant de I’AMPc (PKA) (Kawasaki et al., 1998; Matulef and Zagotta, 2003; Taylor et al.,
2013).

La PKA est constituée de quatre sous-unités : deux sous-unités catalytiques et deux sous-
unités régulatrices. Deux molécules d’AMPc peuvent se lier a chacune des sous-unités
régulatrices. Cette liaison induit la libération des sous-unités catalytiques qui vont alors

phosphoryler un certain nombre de cibles (Taylor et al., 2013).

3.2.2. Dégradation

Une fois produit, I’AMPc est dégradé par une famille diversifiée d’enzyme appelées
phosphodiestérases (PDEs, Omori and Kotera, 2007). Comme les ACs, les PDEs participent
activement a la régulation du signal AMPc en dégradant rapidement I'AMPc, ce qui permet le
caractere transitoire de sa signalisation.

Il existe 8 différentes familles de PDEs (PDE 1, 2, 3,4, 7, 8, 10, 11). Ces PDEs sont codées
par différents geénes qui peuvent étre différentiellement épissés, générant une grande diversité
isoformes (Zaccolo, 2009). Les différentes isoformes de PDEs sont distribuées différemment

dans les tissus et chaque cellule peut
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Figure 18 : La voie de signalisation

AMPc est extrémement complexe.

L’AMPc est produit par les ACs apres
activation de multiples RCPGs. 11 est
dégradé par les PDEs. Les multiples
effecteurs de I’AMPc sont figurés en
rouge. Abréviations: (AC) adénylate
cyclase, (EPAC) exchange factor directly
activated by cAMP, (ER) réticulum
endoplasmique, (GPCR) récepteur couplé

a une protéine G, (PDE)
phosphodiestérase, (PM)  membrane
plasmique, (POPDC) Popeye domain-

containing protein.(Musheshe et al., 2018)



3.3. Compartimentation de I' AMPc¢

3.3.1. Détection de '’ AMPc par biosenseur FRET

La signalisation AMPc a été classiquement étudiée par des méthodes biochimiques
peu résolutives aux niveaux spatial et temporel. Le développement de biosenseurs codés
génétiquement par 1'équipe de Tsien (Adams et al., 1991) a ét¢ une révolution dans le
domaine. Ils permettent en effet de réaliser des expériences d'imagerie en temps réel sur
cellules vivantes avec une grande résolution spatio-temporelle (Jiang et al., 2017; Musheshe
etal., 2018).

Il s'agit principalement de biosenseurs FRET (Forster Resonance Energy Transfer) pour
lesquels les changements de concentration d'AMPc induisent un changement de longueur
d'onde d'émission (Hamers et al., 2014).

Le biosenseur que nous avons utilisé dans notre étude est le EpacSH!®7 (Klarenbeek et al.,
2015). Le domaine de reconnaissance de ce biosenseur est composé d’une partie de la
protéine EPAC dont le site catalytique a été inactivé, mais qui reste capable de lier I’AMPc.
Les fluorophores qui l'encadrent sont la mturquoise2 et un tandem de cpVenus. En l'absence
d'AMPc, la conformation du biosenseur est telle que les fluorophores sont proches ce qui
induit un transfert d'énergie FRET entre la mTurquoise2 et la Venus. La fixation de I’AMPc
sur le domaine EPAC induit un éloignement physique des deux fluorophores et donc une
absence de FRET. A chaque point de temps d'un film, on peut donc mesurer le rapport entre

les longueurs d'onde FRET et non FRET pour évaluer la dynamique de ' AMPc.

530 nm

Figure 19 : Principe de fonctionnement du biosenseur EpacSH!%7,

En l'absence d'AMPc, la conformation du biosenseur est telle que les fluorophores sont
proches ce qui induit un transfert d'énergie FRET entre la mTurquoise2 et la Venus. En
présence d’AMPc les deux fluorophores s’éloignent physiquement 1’'un de ’autre et donc le
FRET diminue.
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3.3.2.  Quelques exemples de compartimentation subcellulaire de ' AMPc

L'AMPc a ¢été originellement considéré comme un second messager diffusant
librement dans la cellule, ce qui posait la question de la spécificité de son action sur certaines
cibles. Les études utilisant les biosenseurs FRET ont démontré que I’AMPc était
compartimenté dans les cellules et que cette compartimentation contribuait a la spécificité de
son action (Jiang et al., 2017; Musheshe et al., 2018). Je décrirai ici quelques exemples

marquants de cette compartimentation.

Manuela Zaccolo fut la premic¢re a mettre en évidence une compartimentation de
I’AMPc avec un biosenseur FRET sensible a I’AMPc (Zaccolo and Pozzan, 2002). Dans les
cardiomyocytes de rat nouveau-né, une stimulation béta-adrénergique induit l'apparition de
microdomaines riches en AMPc au niveau de régions spécifiques de la membrane du
réticulum sarcoplasmique. Ces microdomaines peuvent agir sur un rayon de 1um, la diffusion
de 'AMPc est limitée par des PDEs et ces gradients activent spécifiquement certaines PKA
ancrées a proximité.

En 2012, par utilisation d'un biosenseur FRET adressé au centrosome, son équipe a montré
dans les cellules CHO l'existence d'une zone faible en AMPc entourant celui-ci (Terrin et al.,
2012). Ce microdomaine est dynamique, disparait durant la mitose et sa présence est
indispensable a la progression du cycle cellulaire.

Plus récemment, chez la drosophile, 1’expression transgénique d’un biosenseur FRET dans les
motoneurones glutamatergiques de Typelb de la jonction neuro-musculaire a permis de
mettre en évidence un contrdle local de la signalisation AMPc au niveau synaptique
(Maiellaro et al., 2016). Ces neurones sont activés par I'octopamine qui agit sur des RCPGs
synaptiques. L'application locale d'octopamine au niveau de bouton synaptique montre que la
réponse AMPc du neurone en aval se limite au bouton lui-méme, ce qui révele un mécanisme
local de contrdle de la spécificité synaptique par I'AMPc.

Enfin, deux papiers récemment publiés utilisant des biosenseurs AMPc adressés
spécifiquement dans le cil primaire de fibroblastes et de cellules épithéliales de rénales ont
montré que le cil primaire était un microdomaine riche en AMPc (Moore et al., 2016; Sherpa
et al., 2019) et dont la concentration était jusqu’a cinq fois plus ¢élevée que le reste de la
cellule (Moore et al., 2016). Les changements de niveau d’AMPc dans le cil sont
indépendants des changements de niveau cytoplasmique montrant la spécificité¢ de la

régulation de I’AMPc au niveau du cil primaire.
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3.3.3. Mécanismes de compartimentation

La diversité de régulation et de localisation des ACs (10 isoformes) et des PDEs (plus
de 40 isoformes) offre une large variété de combinaisons possibles (Figure X, Omori and
Kotera, 2007). La coopération entre les adénylates cyclases et les phosphodiestérases est
cruciale pour contrdler 1’activation du signal AMPc et sa limitation dans le temps et 1’espace
permettant ainsi son utilisation dans des cascades de réponses a différents stimuli (Figure 20).
Les ACs peuvent étre localisées au niveau subcellulaire. Les ACs transmembranaires
sensibles au calcium (ACI, 3, 5, 6 et 8) peuvent étre présentes au niveau des rafts lipidiques a
la membrane plasmique de la cellule. Inversement, les ACs transmembranaires insensibles au
calcium (AC 2, 4, 7 et 9) sont exclues des rafts lipidiques (Willoughby and Cooper, 2008).
Enfin, I’AC10 qui est soluble est présente dans le noyau et les mitochondries (De Rasmo et
al., 2015; Zippin et al., 2010). L’adressage a différentes régions de la cellule représente un
premier niveau de compartimentation de I’AMPc par la sélection du lieu de synthese de la
molécule.

Le second niveau de compartimentation provient de ’adressage des PDEs. La
compartimentation des PDEs est responsable de la génération de microdomaines d’AMPc,
méme loin de la zone de production (Terrin et al., 2006). Ainsi, ’AMPc diffuse dans la
cellule mais 1’activation spécifique d’effecteurs de I’AMPc est réalisée grace a la régulation
par les PDEs localement. L’adressage des ACs et des PDEs peut étre régulée de maniere
¢troite par la A-kinase anchoring protein ou AKAPs. Les AKAPs ont été¢ historiquement
montrées comme liant principalement la PKA (Protein Kinase A) mais plus récemment,
certaines AKAPs ont été montrées comme interagissant avec certaines ACs et PDEs (Piggott
et al.,, 2008; Terrin et al., 2012). On sait par exemple qu’au niveau du centrosome, une
structure clé pour la migration et le cycle cellulaire, le niveau d’AMPc est régulé de manicre

étroite par PDE4D3 et la PKA, qui sont ancré¢ 8 AKAP450 (Terrin et al., 2012).
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Figure 20 : Mécanismes de génération
des domaines subcellulaires de

I’AMPec.

Localisation subcellulaires différentes des
adénylates cyclases et des
phosphodiestérases permettant la

génération de domaines subcellulaires
d’AMPc. Les ACs transmembranaires
sensibles au calcium sont restreintes aux
rafts lipidiques (rouge) tandis que les
ACs insensibles au calcium sont exclues
des rafts lipidiques. Les ACs solubles
synthétisent I’AMPc dans des endroits
particuliers de la cellule comme le noyau
et la mitochondrie. Les PDE dégradent

I’AMPc pres de leur site de synthése et limitent la diffusion du signal dans le reste de la

cellule. (Averaimo and Nicol, 2014).
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CONTEXTE

Le cil primaire est essentiel a la migration des interneurones du cerveau embryonnaire
(Baudoin et al., 2012; Higginbotham et al., 2012). L'é¢tude de C. Métin montre en particulier
l'importance du cil primaire pour la réorientation de ces neurones de migration tangentielle a
migration radiaire dans le cortex. Comme les neurones produits par la ZSV se réorientent de
migration tangentielle a radiaire au niveau du BO, nous nous sommes intéressés, en

collaboration avec C. Métin, au rdle du cil primaire dans ces neurones.

Pendant mon stage de M2, je me suis intéressé a la présence du cil primaire et a ses
caractéristiques lors des différentes étapes de migration et de différenciation des neurones
nouvellement générés par la ZSV adulte (Voir Figure 17). J'ai également observé sur tissu
fix¢é que l'ablation du cil induisait un retard de migration chez ces neurones, ce qui m'a amené
a développer la technique d'imagerie sur tranche aigiie de cerveau vivant contenant le CMR
ainsi que leur tracking sur Image J. J'ai réalisé ces expériences de vidéomicroscopie a la fois
sur cerveau adulte et post-natal et j'ai pu remarquer que les neurones en migration avaient une
morphologie et un comportement de migration différent dans les deux systémes. Dans la
littérature, beaucoup consideére que la migration des neurones du CMR post-natal est un
modele de la migration adulte. Je me suis donc intéressé a la différence de comportement de
migration des neurones du CMR entre le stade post-natal et le stade adulte et 2 un

potentiel role différentiel du cil primaire dans les deux systémes (Partie I).

Paralléelement, une autre étudiante en thése dans le laboratoire, Julie Stoufflet, a
démarré une étude de la dynamique de I’AMPc dans les neurones en migration du CMR grace
a un biosenseur FRET AMPc spécifique, électroporé dans la souris post-natale (co-
encadrement Isabelle Caill¢/ Pierre Vincent). L'observation d'un hotspot d'AMPc dynamique
au niveau du centrosome et donc a la base du cil nous a amenés a analyser le role du cil
primaire dans ce contexte. Nous décrivons un tout nouveau mécanisme de régulation de la
migration neuronale impliquant une production ciliaire d'AMPc, agissant via la PKA au
niveau du centrosome des neurones en migration (Partie Il : article). Dans cet article, mon
travail s’est concentré sur la caractérisation du cil primaire dans les différentes lignées de
souris (Figure 2B, 3A) et les expériences d'imagerie et d'analyse des neurones et de leur

centrosome dans toutes les conditions présentées (Figures 4 et 5).
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MATERIEL ET METHODES

Lignées de souris

Les souris ont été ¢levées dans des cages contenant 2 femelles et un male avec un
cycle jour/nuit de 12 heures. Les souris post-natales ont été gardées dans les cages avec leurs
parents. Les souris utilisées proviennent d’un fond génétique C57bl6. Les lignées knockout
conditionnels Kif3a (Kif3a™¥1% (Marszalek et al., 1999)) et Rpgripll (Rpgripl1fio¥/fox,

(Vierkotten et al., 2007)) ont été génotypées d’apres les protocoles originels.

Plasmides et virus

Les plasmides pCaggs-GFP, pCaggs-CRE-IRES-GFP et pCaggs-CRE-IRES-Tdtomato
ont été congus dans le laboratoire. Le plasmide pCaggs-Epac-SH¥7 est un pCDNA3-Epac-
SHI87 (donné par Kees Jalink, (Klarenbeek et al., 2015)) avec quelques modifications
mineures pour réduire la redondance. Le plasmide pCIG-PKA RIA2-6 wt subunit flagged
(appelé pdn-PKA) a été fournis par Elisa Marti (Saade et al., 2017). Le plasmide pCs2-
Centrin-RFP a ét¢ commandé sur addgene (#26753).
Tous les plasmides ont été utilisés a une concentration comprise entre 5 et 8ug/uL (0,01%
Fastgreen) pour les électroporations post-natales, 2pg/uL (0,01% Fastgreen) pour les
¢lectroporations in utero et 10pug/pL pour les électroporations chez 1’adulte.
Pour le marquage des neurones en migration a P30, nous avons utilis¢ un virus CMV-GFP
pour marquer les cellules controles ou un virus Cre-IRES-Tomato pour induire 1’ablation du
cil primaire de maniere spécifique. Les virus ont été utilisés dans le méme cadre que

précédemment (Daroles et al., 2016).

MiRNA

Le miR contre AC3 a été fabriqué avec le kit Invitrogen BLOCK-iT™ Pol II miR
RNAi Expression Vector. Les oligos doubles brins ont été insérés dans un pcDNA™6.2-
GW/EmGFP-miR. Nous avons utilisé le Invitrogen’s RNA1 Designer pour générer les oligos
simple brin et augmenter ’efficacité de knockdown. Les séquences des oligos simples brins
utilisés sont disponibles dans la section « Materiel and methods » du papier. Les deux
différentes constructions ont été séquencées pour confirmer I’insertion correcte des oligos
doubles brins. Pour produire le pcDNA™6.2-GW/Tdtomato-miR, la GFP a été retirée en

utilisant les enzymes Dral et BamhlI tandis que la tdTomato a été insérée a sa place.
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L’efficacité des miRs a ¢été validé par RT-qPCR sur des cellules NIH3T3. Les cellules ont été
transfectées avec un plasmide exprimant AC3 et un miR Neg ou le miR-AC3. Quarante-huit

heures de transfection apres, les NIH3T3 ont été récoltées et les ARN ont été extraits.

Electroporation in utero

Des femelles C57B16 gestantes a E15 ont été anesthésiées avec de 1’isoflurane. Durant
la procédure, les souris ont été placées sur une plaque chauffée a 37°C pour maintenant leur
température corporelle. Les cornes utérines ont été exposées et les embryons ont été injectés
dans le ventricule cérébral latéral avec une micropipette en verre. 1uL de plasmide a 2ug/pL a
¢té injectée. Les animaux injectés ont ensuite été¢ €lectroporés avec 5 pulses de 45V durant
50ms espacés de 950m en utilisant le CUY21 SC Electroporator et les électrodes de Smm
tweezer (CUY650-5 Nepagene). Les cornes utérines ont ensuite été replacé dans la femelle et
des points de sutures ont été posés. Les animaux ont été placé dans une cage a 37°C pour

récupérer leur température corporelle avant de retourner dans leurs propres cages.

Electroporations post-natales

Les ¢lectroporations post-natales ont été réalisées a P2. Les souris post-natales ont été
anesthésiées par hypothermie. Des injections pseudo-stéréotaxiques ont €té réalisées avec une
micropipette en verre et les coordonnées suivantes ont été utilisées : a partir du Lambda ML :
-1,2, A/P :2, D/V : 2,5-2. Pour chaque injection, 2ul. de plasmide a été injecté dans le
ventricule droit. Les animaux injectés ont ensuite été €lectroporés avec 5 pulses de 99,99V
durant 50ms espacés de 950ms en utilisant le CUY21 SC Electroporator et les électrodes de
10mm tweezer (CUY650-10). Les animaux ont été placés sur une plaque a 37°C pour
restaurer leur température corporelle avant de retourner aupres de leur mere. Les nouveau-nés
ont ¢ét¢ considérés comme aptes lorsque les petits bougent de maniére naturelle et que leur

couleur de peau est revenu au rose.

Electroporations adultes

Les souris C57Bl6 P21 ont été anesthésiées avec un mélange de kétamine et de
xylazine. Les injections stéréotaxiques ont été réalisées avec une micropipette en verre et les
coordonnées suivantes ont ét¢ utilisées : a partir du bregma M/L : 1, A/P :0, D/V :2,1. Pour
chaque injection, 2 ul de plasmide a 10ug/uL a été injecté dans le ventricule droit. Les

animaux ont €té retiré des cadres stéréotaxiques et ¢lectroporés avec 5 pulses de 200V durant
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50ms espacés de 950ms en utilisant I’électroporateur NEPA21 et les ¢lectrodes de 10mm
tweezer (CUY650-10). Les animaux ont ensuite été placés sur une plaque a 37°C pour

restaurer leur température corporelle avant de retourner dans leur cage.

Injections stéréotaxiques a P60

Les souris P60 ont ét¢ anesthésiées avec un mélange de kétamine/xylazine. L’animal a
¢été placé sur un cadre stéréotaxique et maintenu avec des barres d’oreille. La peau de la téte a
été incisée et ’os du crane percé a 1’aide d’une perceuse. Les injections stéréotaxiques ont été
réalisées avec une micropipette en verre dans la ZSV avec les coordonnées suivantes : M/L :
1, A/P:1,DV: 2,1. Les animaux ont ensuite été suturé et placés sur une plaque chauffante a

37°C pour restaurer leur température corporelle avant de retourner dans leur cage.

Préparation des tranches de cerveau

Les tranches de cerveaux a E18 ont été préparées comme suit. La mére gestante a été
sacrifiée par dislocation cervicale et les embryons ont été extraits des cornes utérines pour étre
placés dans la solution de coupe froide. Les embryons ont été décapités et leur cerveau a été
rapidement retiré du crane. Des tranches de 300um d’épaisseur ont été coupées dans une
solution de coupe froide avec la composition suivante : 125mM NaCl, 0.4mM CaCl,, ImM
MgCla, 1.25mM NaH2PO4, 26mM NaHCO3, 5SmM sodium pyruvate, 20mM glucose et ImM
acide kynurenique, saturée avec 5% COz et 95% O;. Les tranches ont ensuite été incubées
pendant 30 min dans cette solution a température ambiante puis placée dans la solution
d’enregistrement (identique a la solution de coupe mais la concentration de Ca?" est de 2mM
et nous n’avons pas ajouté d’acide kynurenique) pendant au moins 30min a 32°C avant
d’imager.

Les tranches de cerveaux de souris agées de P6 a P10 ont été réalisées comme décrit
précédemment (Castro et al. 2010). Les nouveau-nés ont été décapité et le cerveau a été retiré
rapidement du crane. Des tranches sagittales de cerveaux de 250um d’épaisseur ont été
coupées avec un microtome VTI1200S (Leica). Les tranches ont été préparées dans une
solution de coupe froide avec la méme composition que celle décrite dans le paragraphe
précedent. Le reste du protocole est identique.

Les tranches de cerveaux a P30 ont été préparées comme suit : les souris ont été
sacrifiées par dislocation cervicale et le cerveau a été rapidement retiré du crane. Des tranches

sagittales de cerveaux de 200pm d’épaisseur ont été coupées avec un microtome VTI1200S
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(Leica). Les tranches ont été¢ préparées dans une solution de coupe avec la composition
suivante : 130mM potassium gluconate, 15mM KCIl, 2mM EGTA, 20mM HEPES, 25mM
glucose, ImM CaCl2 and 6mM MgCI2, supplémentée avec 0.05mM D-APV (304 mOsm, pH
7.4 apres équilibration) et saturée avec 5% COz et 95% O; (Quiquempoix et al., 2018). Les
tranches ont ensuite ¢été¢ placées pendant 3 a Smin dans une seconde solution froide avec la
composition suivante : 225mM D-mannitol, 2.5mM KCI, 1.25mM NaH2PO4, 25mM
NaHCO3, 25mM glucose, ImM CaCl2 et 6mM MgCl2 (Quiquempoix et al., 2018) saturée
avec 5% COz et 95% O avant d’étre placées dans la solution d’enregistrement (décrite

¢galement au-dessus) a 32°C et saturée avec 5% COz et 95% O pendant au moins 30 min.

Vidéomicroscopie

Pour analyser la migration neuronale, des images ont été obtenues avec un microscope
confocal inversé SP5D (Leica). Les stacks d’images avec un intervalle vertical de 3pm ont été
pris toutes les 3min durant 2 a 3h avec un objectif 40X/N.A. 1,25 et un zoom optique de 1,5.

Les images de biosenseur ont été acquises avec un microscope multi photon droit SP5
MPII avec un objectif 25X/N.A. 0,95, un zoom optique de 4 et un détecteur hybride GaAsP.
La longueur d’onde d’excitation a été réglée a 850nm pour activer la mTurquoise2 du
biosenseur. Les deux longueurs d’ondes d’émission ont été acquises en méme temps avec un
filtre de 479+/-40 nm et 540+/-50 nm. Les stacks d’image avec un intervalle vertical de 2um
ont été pris toutes les minutes durant 1h. La présence de la TdTomato, suggérant la présence
de la CRE recombinase ou du miRNA, a ét¢é testée avec une téte confocale, avant et apres une
heure d’acquisition pour détecter 1’expression de la Tdtomato. Pour la centrin-RFP, les
acquisitions FRET avec le multi photon ont été alternées avec les acquisitions de la RFP avec
la té€te confocale du microscope.
La température dans la chambre d’acquisition était maintenue a 32°C pour les échantillons
embryonnaires et post-natals ou a 25°C pour les échantillons adultes. Les coupes de cerveaux
ont été continuellement perfusées avec la solution d’enregistrement chauffées et saturée avec

5% de COz et 95% Os.

Analyse de la migration
Les analyses ont été conduites a 1’aide du logiciel ImagelJ et de son pluggin mTrack])

(Meijering et al. 2012). Le corps cellulaire et le centrosome de chaque cellule a été suivi
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manuellement entre chaque point de temps durant toute la durée de 1’acquisition. Pour les
caractéristiques de migration neuronale, les calculs de la vitesse, du pourcentage de temps de
pause, de la fréquence de translocation nucléaire et de la distance de translocation nucléaire
ont été réalisées avec les coordonnées X, y, t du corps cellulaire de chaque cellule. Pour les
défauts du centrosome, la vitesse du centrosome, la distance maximale noyau-centrosome et
le couplage centrokinése-nucléokinese ont été calculés avec les coordonnées x, y, t du
centrosome et du corps cellulaire de chaque cellule. Les cellules qui ne migraient pas ou qui

ont été suivies moins de 30min ont été exclues de 1’analyse.

Vitesse de migration :

vitesse = \/(xt+1 — %)% + Ver1 — Ye)* X 20

Temps de pause :

Pour analyser le pourcentage de temps de pause, un seuil de la distance de migration a été
appliqué pour discriminer les temps de pause des temps de translocation nucléaire. Si la
distance est égale ou supérieure a 6um entre deux acquisitions, la cellule est considérée
comme migrante. Si la distance de migration est inférieure a 6um, la cellule est considérée
comme en pause.

T d %) = Nombre de pas de temps en pause % 100
emps de pause (%) = Nombre total de pas de temps — 1

Distance de nucléokinése :

La distance de nucléokinése a été calculée comme la moyenne de la distance parcourue durant

une nucléokinése.

Fréquence de nucléokineése :

Nombre de nucléokinése

Fréquence NK =
1 Temps total

Plusieurs pas de temps successifs durant lesquels la cellule migrera seront considérés comme

une seule nucléokinése.

Sinuosité

2 2
(xfinal - xinitial) + (yfinal - yinitial) P
Index de sinuosité = Distance totale  {

Distance euclidienne
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Rétromigration :

P BO
nb de nucléokinéses dans le sens

Rétromigration = —
9 nb de nucléokinéses total

Radar de migration :

La directionnalité de migration a été analysée en calculant I’angle entre le vecteur formé par
la position initiale et la position finale de la cellule et le vecteur formé par le CMR au niveau

de I’acquisition. Pour chaque cellule, nous avons calculé un vecteur de migration ﬁ(i") a
n

’aide des coordonnés x et y initiales et finales ou $(*= *final ~ Xinitial)
Yn=Yfinal ~ Vinitial

De la méme maniére, nous avons calculé un vecteur de migration pour le CMR ﬁ(;im) de
chaque acquisition afin de normaliser la direction de migration des cellules.
1 Xn-XcMr Tt Yn-Yem

\/x‘rzl + yr%'\/ngR + Yéur

0 = cos™

Les valeurs sont exprimées en degrés et comprises entre 0° et 360°. Une cellule qui suivrait de
manicre parfaite la direction de migration au centre du CMR de la ZSV vers les BO aurait un
angle de migration égal a 0°. Inversement, une cellule qui migrerait au centre du CMR vers la

ZSV aurait un angle de migration égal a 180°.

Couplage centrokinése-nucléokineése :

Pour analyser la centrokinése, un seuil a ¢été appliqué pour discriminer les pauses des
migrations du centrosome (centrokinese). Si la distance entre le centrosome et le corps
cellulaire augmente de 2 um ou plus, le centrosome est considéré comme migrant. Si la
variation de distance est inférieure, le centrosome est considéré en pause. A chaque
nucléokinése, nous avons regardé si une nucléokingse y était associée. Si une centrokinése est
suivie d’une nucléokinese, nous considérons que la centrokinése et la nucléokinese est
couplée. Si une centrokinése n’est pas suivie d’une nucléokinése, nous considérons que la

centrokinese et la nucléokinese n’est pas couplée.

Nombre de CK — NK couplée
Couplage CK = NK (%) = Nombre total de CK x 100
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Distance N-C maximale :

La distance maximale entre le centrosome (C) et le noyau (N) de chaque nucléokinese a été

calculée.

Analyse des images avec le biosenseur

Les stacks d’images obtenus avec les €émissions des fluorophores donneurs et
accepteurs ont été analysés avec un code développé au laboratoire sur IGOR Pro
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR, Etats-Unis). L’intensité maximale pour chaque canal a été
projetée sur I’axe vertical pour générer une image en 2D. Les intensités de florescence du
donneur et de 1’accepteur ont été utilisés pour générer un ratio pour rapporter le niveau
d’activation du biosenseur pour chaque pixel.
Pour chaque neurone en migration, le ratio a ét¢ mesuré le long de sa direction de migration et
calculé comme suit. Une série de points d’ancrage ont été positionnés manuellement le long
de la cellule et le profil du ratio et de ’intensité ont été calculés le long de cette ligne sur une
épaisseur de 1um. Le profil d’intensité a ét¢ annoté manuellement avec 1’arrieére de la cellule,
les bords du noyau et le bout du prolongement de migration.
La partie détaillée de cette analyse se trouvent dans la section « materiel and methods » de

Particle.

Immunohistochimie

Des souris Kif3a'®* P7-P10 ont été anesthésiées profondément avec de I’euthasol. Une
perfusion intra cardiaque avec une solution 4% paraformaldéhyde/PBS1x a été réalisée pour
fixer les tissus. Les cerveaux ont été récupérés et post-fixé sur la nuit dans la méme solution
de fixation. Les cerveaux ont été rincés trois fois avec une solution de PBS1x (gibco 1400-
067). Des coupes sagittales flottantes de 50um d’épaisseurs ont été¢ réalisées avec un
microtome VT1200S (Leica). Les coupes ont été incubées avec une solution de saturation
(10% foetal bovine serum ; 0,5% Triton-X dans du PBS1x) durant une heure.

Les anticorps primaires utilisés sont : GFP (Aves, GFP-1020, 1/1000), PKAc (Cell Signaling
Technology, #4782 1/250), AC3 (Santa Cruz, C-20 sc-588, 1/200), Arl13b (UC Davis/NIH
NeuroMab Facility, 75-287, 1/1000), X-tubulin (Sigma-Aldrich, T6557, 1/500).

Les coupes ont été incubées avec les anticorps dans la solution de saturation 48 a 72h a 4°C

sous agitation. Les coupes sont ensuite rincées trois fois avec une solution de PBS1x.
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Les anticorps secondaires utilisés sont: anti-chicken IgY alexa Fluor 488 (1/1000, Jackson
ImmunoResearch: 703-545-155) contre un anti-GFP, anti-rabbit IgG Cy5 (1/1000, Jackson
ImmunoResearch: 711-175-152) contre un anti-PKAc, anti-rabbit IgG Cy3 (1/2000, Jackson
ImmunoResearch: 711-165-152) contre un anti-AC3, anti-Mouse IgG, Fcy Subclass 1
specific alexa Fluor 594 (1/2000, Jackson ImmunoResearch: 115-585-205) contre un anti-y-
tubulin, anti-Mouse IgG, Fcy subclass 2a specific alexa Fluor 647 (1/1000, Jackson
ImmunoResearch: 115-605-206) contre un anti-Arl13b. Les coupes ont été incubées avec les
anticorps secondaires dans la solution de saturation pendant 1h a température ambiante sous
agitation. Les coupes ont été rincées trois fois avec une solution de PBS1x avant d’étre contre

colorée avec du Hoesch (1pul) et monté entre lame et lamelle avec du Mowiol.

Statistiques

Toutes les données recueillies sont analysées avec le logiciel R (version 3.5.1).

Les variables quantitatives sont analysées en utilisant des tests paramétriques (test de student
pour la comparaison 2 groupes et I’analyse de la variance suivi de tests post hoc de Tukey
HSD lorsqu’il y a plus de 2 groupes). Les variables ne satisfaisant pas aux conditions de
validité des tests paramétriques (normalité¢ de la distribution, égalité des variances) sont
analysées avec des tests non paramétriques (test par Mann-Whitney pour la comparaison de 2
variables et par le test de Kruskal-Wallis suivi par un test post hoc de Nemenyi). Les variables
qui satisfaisaient le test de normalité ont été analysées avec une one-way ANOVA suivie d’un
test post hoc de Tukey pour les comparaisons multiples ou le test de Student pour les
comparaison deux a deux. Les variables qualitatives ont été comparées en utilisant le test du
Khi2 ou le test exact de Fischer.

L’analyse en composante principale (ACP) a été réalisée en utilisant toutes les variables
analysées dans I’étude et les conditions expérimentales ont été inclues comme des variables

supplémentaires.
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PARTIE I — Différences de comportement de migration entre les
stades post-natal et jeune adulte. Role différentiel du cil
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L’ablation du cil primaire a P60 conduit a une hétérogénéité du phénotype de migration
des neurones dans le CMR

Lors de mon M2 et au début de ma thése, nous nous sommes intéressés au role du cil primaire
dans la migration des neurones du BO chez la souris adulte (voir Figure 17). Pour cela, nous
avons injecté dans la ZSV de souris adulte Kif3a'®"'** un virus GFP (conditions contrdles) ou
un virus Cre-IRES-Tomato pour induire 1’ablation du cil primaire dans les neurones en
migration du CMR (groupe mutant). Des tranches sagittales aiglies de cerveaux contenant le
CMR ont été imagées au microscope confocal durant 3h a intervalles de 3 minutes. Nous
avons analysé différents paramétres de migration (vitesse, vélocité, index de sinuosité, temps
de pause, rétro migration, etc...). Puis une analyse en composante principale (ACP) a été
utilisée pour analyser les résultats. Lorsque les ellipses de confiance de différentes
populations se croisent, on peut conclure a une similitude de comportement. Dans le sens
inverse, une absence de croisement signifie un comportement différent. Dans notre cas, les
cellules Tomato positives dans le groupe mutant peuvent étre catégorisées en deux
populations distinctes (Figure 21, A, en noir et B, en rouge) dont les ellipses de confiance sont
¢loignées (Figure 21). Par ailleurs, la population B du groupe mutant semble se comporter
comme les contrdles. Ceci traduit une différence statistique de comportement au sein du
groupe mutant. Le groupe mutant est donc hétérogéne et composée de deux sous-populations
avec des caractéristiques trés différentes. Par exemple, nous avons analysé notamment la
vitesse de migration et trouvé que les cellules contrdles migraient avec une vitesse de 65,80 +
2,42 um/h tandis que les cellules du groupe mutant avaient une vitesse de migration de 134,98
+ 7,14 pm/h dans la population A du groupe mutant (valeur statistiquement supérieure a celle
des cellules du groupe controle) et de 62,04 + 2,85 dans la population B du groupe mutant
(valeur statistiquement inférieure a celle des cellules du groupe controle).

Lorsque le virus Cre-IRES-Tomato est injecté dans la ZSV a P60, il peut étre intégré dans les
cellules de type A, B et C qui composent la ZSV. Cette hétérogénéité d'infection peut
participer a I'hétérogénéité du phénotype. De plus, I’expression de la Tomato dans nos
cellules ne garantit pas que la Cre a fonctionné et que 1’ablation du cil a eu lieu dans les
cellules dont nous avons analysé la migration. Il est donc également possible que la
population de cellules mutantes soit constituées de cellules dans lesquelles 1’ablation du cil a
été réalisée et de cellules dans lesquelles 1’ablation n’a pas encore été réalisée ou seulement
partiellement.

Pour éviter ce probléme, nous avons donc décidé de changer de technique. Nous avons injecté

un virus exprimant soit la GFP (cellules contrdles) soir la Cre plus la Tomato (cellules
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mutantes) dans le ventricule latéral de souris a P2 pour imagerie a P10 (souris post-natales) ou
a P30 (souris « adultes »). L’avantage de cette technique est que seules les cellules contactant
le ventricule a P2 sont marquées et qu’on obtient donc plus tard un contingent de cellules
marquées homogenes dans le CMR. Du fait des contraintes de temps, je me suis limité a

l'analyse de la migration a P10 et a P30.

Confidence ellipses around the categories of or

"
e { \ w @® YV o

Confidence ellipses around the categories of genotype

Figure 21 : Analyse en composante principale (ACP) a P60.

ACP réalisée avec les données de migration obtenues aprés injection des virus GFP ou Cre-Ires-
Tomato dans la ZSV a P60. Les cellules contréles ayant regu le virus GFP (C) sont marquées en vert.
Les cellules mutantes ayant recu le virus Cre-Ires-Tomato (A et B) sont marquées en noir (A) et rouge
(B). La population A se comporte difféeremment de la population B et C, similaire entre elles. La
distance entre les ellipses de confiances traduit une différence statistique dans le comportement des
différents groupes.

Les cellules en migration a P10 sont différentes morphologiquement des cellules en
migration a P30

Nous nous sommes intéressés tout d'abord a la morphologie des neurones en migration
a P10 et a P30 apres injection de virus GFP ou Cre-Tomato a P2 comme décrit ci-dessus
(Figure 22A).

Nous avons d’abord mesur¢ la taille et la complexité du prolongement de migration. A
P10, le prolongement de migration des neurones dans le CMR mesure 26,59 + 1,62 um
(Figure 22A gauche et 22B). Le prolongement de migration des neurones a P30 est
significativement plus grand avec une longueur de 36,00+£2,36 um (Figure 22A droite et 22B,
P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=38, test de Mann-Whitney, p=0,002).

Nous avons également étudié la complexité du prolongement de migration (Figure

22C). A P10 ou P30, le prolongement de migration est trés majoritairement sans branchement.
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Parfois, le prolongement de migration possede un branchement ou plus et cette observation
est réalisée plus fréquemment a P10 qu’a P30 (97,36% a P30 contre 83,33% avec un seul
prolongement a P10 ; P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=38, Test de Fischer, p=0,07). Nos
données suggerent donc que le prolongement de migration a tendance a étre moins complexe
a P30 qu'a P10.

Durant leur migration dans le CMR, les neurones assemblent un cil primaire a leur
surface (cf Figure 17 et Figure 2B de l'article). Nous nous sommes intéressés plus
particuliérement a sa taille et a sa présence a différents ages. Pour cela, un marquage
immunohistochimique contre Arl13b a été réalisé sur des coupes sagittales de cerveaux fixés
de souris Kif3al®1ox 3 P10, P15, P20, P30 et P60. Arl13b est une petite GTPase localisée
exclusivement dans le cil primaire (Kasahara et al., 2014). La taille du cil primaire dans tout
le CMR a ¢été analysé par comptage automatique aprés seuillage. On observe une
augmentation progressive et significative de la taille du cil primaire au cours du
développement post-natal. A P10, le cil primaire mesure 0,91+£0,02 um, a P15 1,04+0,03 pm,
a P20 1,33+0,04 um, a P30 1,39+0,1 um et a P60 1,39+0,05 pm. (Figure 19D, P10 : N=1,
n=1030, P15 : N=1, n=613, P20 : N=1, n= 537, P30 : N=3, n=85, P60 : N=2, n=349, ANOVA
suivi d’un test post-hoc de Tukey, p<0,001). La taille du cil primaire varie donc avec l'age de
l'animal, alors méme que 1'dge de la cellule dans le CMR est a peu pres constant. Le cil
primaire est un organite dynamique dont la taille est extrémement régulée (Broekhuis et al.,
2013). La littérature et nos données suggerent donc que la différence de taille pourrait refléter
une différence de fonctionnalité entre P10 et P30.

Parallélement, nous nous sommes intéressés a la présence du cil primaire a P10 et P30.
Des immunomarquages contre Arl13b, pour le cil, et gamma tubuline, pour le centrosome, ont
été réalisés sur tissu fixé. Un cil est considéré comme appartenant a une cellule si le
centrosome auquel il est rattaché est identifi¢ dans la cellule (comme dans la Figure 17). On
observe une diminution progressive du pourcentage de cellules avec un cil primaire au cours
du vieillissement de 1’animal (Figure 22E). A P10, 68,3% des cellules possédent un cil
primaire observable. A P30, seulement 34,4 % des cellules ont un cil primaire (P10, n=48,
P30, n=38, test du Khi2, p=0,003). Ce pourcentage est similaire a celui que nous avons

observé chez des souris P60 (Voir Figure 17). Ces résultats suggerent soit que les neurones en
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Figure 22: Les neurones en migration dans le CMR possédent des caractéristiques
morphologiques différentes au cours du développement post-natal
(A) Neurone en migration dans le CMR a P10 (gauche) ou P30 (droite). (B) Taille du prolongement de

migration en um. Test de Mann-Whitney, p= 0,002, (P10: N=3, n=48, P30: N=2, n=38). (C)
Pourcentage de cellules avec un ou plusieurs prolongements de migration. Test de Fischer, p=0,07,
(P10, N=3, n=48, P30, N=3, n=38). (D) Taille du cil primaire en um. ANOVA suivi d’un test post-hoc
Tuckey, (P10, N=2, n=1030, P15, N=1, n=613, P20, N=1, n=537, P30, N=2, n=85, P60, N=3, n=349).
(E) Pourcentage de cellules avec un cil primaire détectable. Test du Khi2, p=0,004 (P10, N=3, n= 109,
P30, N=2, n=38).
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migration a P10 assemblent plus souvent un cil soit que ce cil présente une dynamique
différente, ce qui pourrait correspondre a une fonctionnalité différente.

Donc, I’ensemble des données montre que la morphologie des cellules en migration dans le
CMR varie entre P10 et P30 et que le cil primaire semble posséder lui aussi des
caractéristiques différentes. Nous nous sommes donc demandé si ces différences reflétaient
des différences de comportement migratoire et si le role du cil primaire pouvait différer selon
I’age des souris.
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Figure 23 : Les paramétres de migration des neurones a P10 et P30 sont similaires

(A) Vitesse moyenne de migration des neurones. La ligne noire représente la médiane. ANOVA suivi
d’un test post-hoc de Tukey, p<0,001, P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=46. (B) Pourcentage de temps
de pause des neurones en migration. P10 : N=3, Nmigration=236, Npausc=863, P30 : N=2, Nmigration=1406,
Npause=08. (C) Distance moyenne de nucléokinése. La ligne noire représente la médiane. ANOVA
suivi d’un test post-hoc de Tukey, p<0,001, P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=46. (D) Fréquence de
nucléokinese. La ligne noire représente la médiane. ANOVA suivi d’un test post-hoc de Tukey,
p<0,001, P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=46.
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Les paramétres de migration (hors directionnalité) sont similaires entre les neurones en
migration a P10 et a P30

Nous avons caractérisé la migration des neurones du CMR a P10 et a P30 (Figure 23).

lox/lox 3 P10 ou P30 contenant les cellules en

Des coupes aiglies de CMR de souris Kif3a
migration ont €t¢ imagées avec un microscope confocal (films de 3h avec des intervalles de 3
minutes).

Nous avons analysé différents paramétres caractérisant la migration. Les neurones en
migration a P10 et P30 migrent a la méme vitesse moyenne (Figure 23A, 75,4943,51um/h a
P10 contre 76,98+3,52um/h a P30, ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey,
p>0,05). Durant leur migration, ces neurones alternent entre des phases de pause et de
migration que nous avons quantifiées. Nous n’avons pas relevé de différence significative
dans le pourcentage de temps de pause entre les neurones a P10 et a P30 (Figure 23B, 78,5%
de temps en pause a P10 contre 77,77% a P30, test du Khi2, p>0,05).

Nous avons également analysé des parametres de la nucléokinése (NK) (Figure 23C, D). La
distance et la fréquence de nucléokinese ne sont pas modifiées entre P10 et P30
(Respectivement 12,47+0,86 um a P10 contre 14,76+1,04 a P30 et 3,15+0,21 NK/h a P10
contre 2,99+0,22 NK/h a P30, ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey, p>0,05).
Ces résultats montrent que les neurones en migration a P10 et P30 migrent avec les mémes

caractéristiques de migration et de nucléokinese.

Directionnalité de migration différente entre P10 et P30

Les jeunes neurones du CMR ont un comportement dynamique non linéaire durant
leur migration (Martinez-Molina et al. 2011). Nous avons voulu savoir si les cellules avaient
un comportement différent entre P10 et P30. Nous avons analysé la directionnalité de
migration des cellules aprés marquage et acquisitions des cellules au confocal sur tranche de
cerveaux aiglies. Nous définissons la directionnalité de la migration comme la capacité¢ d’un
neurone a migrer directement vers le BO et la mesurons avec trois parametres : 1'index de
sinuosité, la rétro-migration et 1'orientation globale de la trajectoire de migration par un radar.
L’index de sinuosité est le rapport de la distance totale sur la distance euclidienne de la
trajectoire. Il est similaire a P10 (1,21+£0,02) et P30 (1,29+0,06), ANOVA (p<0,001) suivi
d’un test post-hoc de Tukey, (Figure 24A). Classiquement, un neurone issu de la ZSV migre
dans le CMR depuis la ZSV vers le BO. Parfois, on observe que le neurone migre dans la
direction opposée (ou rétro-migration) c’est-a-dire vers la ZSV. Nous avons donc analysé le

temps passé en rétro-migration (Figure 24B).
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Figure 24 : La directionnalité de migration des neurones est modifiée entre P10 et P30

(A) Index de sinuosité. La ligne noire représente la médiane. ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-
hoc de Tukey, P10 : N=3, n=48, P30 : N=2, n=46. (B) Pourcentage de temps passé en rétro-migration.
Test de Khi2, p=0,001, P10 : N=3, n=222, P30 : N=2, n=296. (C) Radar de directionnalité. (Gauche)
Radar de directionnalité de migration a 12 cadrans. (Droite) Radar de directionnalité de migration a 4
cadrans. Test du Khiz, p=0,005, P10 : N=3, n3150.450=42, n45°.135°=3, n1350.2250=3, Il225°.315°:2, P30 : N=2,
N315045°=38, Nas0.135=0, M135°.225°=20, N225°.315=2.

A P10, les cellules passent 6% de temps en rétro-migration tandis qu’a P30, les neurones
passent 25% de temps en rétro-migration (Test du Khi2, P=0,001).

L’analyse de la position finale par rapport a la position initiale permet d’établir un graphique
«radar » indiquant 1’angle de migration globalement adopté par la cellule. A P10, les
neurones migrent trés majoritairement vers le BO (Figure 24C, 84% vers 1’avant, 10% vers
les cotés et 6% vers Darriere). De maniere frappante, a P30, les neurones migrent
significativement moins vers 1’avant et plus vers 1’arriére (72,5% vers I’avant, 2,5% vers les
cotés et 25% vers Dlarriere) suggérant ainsi une différence de directionnalité globale de

migration entre P10 et P30 (Test de Fischer, p=0,005). Les neurones a P30 ont plus
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fréquemment une trajectoire orientée vers l'arriére, ce qui est cohérent avec la mesure du
temps passé en rétro-migration ci-dessus. En revanche, les neurones a P10 ont tendance a
s'écarter d'une trajectoire rectiligne vers le BO et a partir plus latéralement.

L'ensemble de ces données suggere que la directionnalit¢ de migration des neurones est
modifiée entre P10 et P30. Cette différence pourrait impliquer des mécanismes de guidage
différents entre ces deux ages et/ou des différences de contraintes de migration induits par

I’apparition des chaines de migration vers P21 (Peretto et al., 2005)

L’ablation du cil primaire induit des effets différents sur les paramétres de migration

des cellules du CMR a P10 et P30

Nous avons analysé le au rdle du cil primaire a P10 et P30. Pour cela nous avons

injecté un virus GFP ou un virus Cre-Ires-Tomato a P2 dans des souris Kif3a'o¥/ox

puis
analysé les mémes parametres de migration et de directionnalité a P10 et a P30.

L"efficacité¢ d'ablation du cil a ¢été vérifiée par immunohistochimie GFP/Arl13b/yTub
(controles) ou Tomato/Arl13b/yTub. Le pourcentage de cellules avec un cil observable
diminue significativement aux deux ages (Figure 25A, P10 : 53,21% de cellules avec un cil
chez les controles, 25% chez les mutants, Test du Khi2 p<0,001, P30 : 34,38% chez les

contrdles, 15,63% chez les mutants, Test du Khi2 p=0,02) (Figure 25A).

Effet de la délétion du cil a P10

Les cellules mutantes présentent une vitesse de migration diminuée par rapport aux
contrbles (Figure 25B, 75,49+3,51 pm/h chez les controles et 55,81+2,77 pm/h chez les
mutants, ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey (p<0,001)) et une
augmentation du temps de pause (Figure 25C, 78,5% du temps en pause pour les cellules
contrbles et 87,7% pour les cellules mutantes, test du Khi2 (p<0,001)). Les paramétres de
nucléokinése sont également perturbés. Une diminution de la distance de nucléokinese a été
observé (Figure 22D, 12,47+0,86 um chez les cellules contrdles et 10,12+0,5 um chez les
cellules mutantes, ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey (p=0,05)) associé a
une diminution de la fréquence de nucléokinése (Figure 22E, respectivement 3,15+0,21 NK/h
et 2,06+0,20 NK/h, ANOVA (p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey (p=0,001). Ces
résultats sont globalement ceux qui sont également présentés sur la Figure 4 de l'article de la

partie I
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Figure 25 : L’ablation du cil primaire a P10 et P30 n’induit pas les mémes défauts de migration
et de nucléokinése

(A) Pourcentage de cellules avec un cil primaire détectable a P10 (gauche) et P30 (droite) apres
injection de virus GFP (WT) ou Cre-Ires-Tomato (MUT), Test du Khi2 p<0,001 a P10 et p=0,02 a
P30. (WT P10 : N=3, n=109, MUT P10 : N=3, n=140 ; WT P30 N=3, n= 32, MUT P30 :
N=3, n=32). (B) Vitesse moyenne de migration des neurones. La ligne noire représente la médiane.
P10 WT : N=3, n=48, P10 MUT : N=3, n=40, P30 WT : N=2, n=46, P30 MUT : N=3, n=71. ANOVA
(p<0,001) suivi d’un test post-hoc de Tukey. (C) Pourcentage de temps de pause des neurones en
migration. P10 WT : N=3, Nmigration=230, Npausc=863, P10 MUT : N=3, Nmigration=156, Npausc=1117, P30
WT : N=2, Nmigration=146, Npause=508, P30 MUT : N=3, Nmigration=432, Npause=1751. Test du Khi2. (D)
Distance moyenne de nucléokinése. La ligne noire représente la médiane. P10 WT : N=3, n=48, P10
MUT : N=3, n=40, P30 WT : N=2, n=46, P30 MUT : N=3, n=71. ANOVA (p<0,001) suivi d’un test
post-hoc de Tukey. (E) Fréquence de nucléokinése. La ligne noire représente la médiane. P10 WT :
N=3, n=48, P10 MUT : N=3, n=40, P30 WT : N=2, n=46, P30 MUT : N=3, n=71. ANOVA (p<0,001)
suivi d’un test post-hoc de Tukey.
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Effet de la délétion du cil a P30

L’ablation du cil primaire dans les neurones en migration du CMR a P30 conduit a des
effets différents. Contrairement aux P10, la vitesse moyenne de migration est inchangé
(Figure 25B, 76,98+3,52 um/h chez les contrdles, et 74,74+3,01 um/h chez les P30) ainsi que
le temps de pause (Figure 25C, 77,77% de temps en pause pour les neurones contrdles et
80,2% de temps en pause pour les neurones mutants, Test du Khi2, p>0,05). Nous avons
¢galement observé que les paramétres de nucléokinése n’étaient pas modifiés (Figure 25D, E).
Ni la distance de nucléokinese (14,76+1,04 um chez les P30 controles et 14,67+0,69 um chez
les P30 mutants) ni la fréquence de nucléokinese (2,99+0,22 NK/h dans les cellules contrdles
et 2,64+016 NK/h dans les cellules mutantes) ne sont perturbées. L'ablation du cil a donc un
effet moindre sur la migration a P30 qu'a P10 : alors que le rythme de migration est
profondément altéré par l'ablation du cil a P10, il n'est pas altéré par la mutation a P30. Ceci

suggere donc un rdle différent du cil entre P10 et P30.

La directionnalité de migration est perturbée par I’ablation du cil primaire a P10 et a

P30

Nous avons ¢également analysé¢ la directionnalit¢ de migration a P10 et P30
consécutivement a 1’ablation du cil primaire. La sinuosité est augmentée chez les P10 mutants
et les P30 mutants en comparaison respective de leurs contrdles (Figure 26A, 1,2140,03
contrdles contre 1,84+0,2 mutants a P10 et 1,29+0,07 contrdles contre 2,04+0,18 mutants a

P30. ANOVA, p<0,001, suivi d’un test post-hoc de Tukey, p=0,007 et p= 0,001

valeur groupe mutant

respectivement). Le ratio entre les deux ages ne semble pas étre différent

valeur groupe controle
(1,52 aP10et 1,58 a P30).

La rétro-migration est également augmentée chez les cellules mutantes par rapport aux
cellules controles a P10 et a P30 (Figure 26B, 7,11% contrdles contre 22,44% mutants chez
les P10 et 16,62% contrdles contre 50,36% mutants chez les P30. Test du Khi2 p<0,001 pour

valeur groupe mutant

les deux comparaisons Le ratio entre les deux ages ne semble pas non

valeur groupe controle
plus étre différent (3,15 a P10 et 3,03 a P30). L’ ablation du cil primaire a P10 et P30 induit les
mémes défauts de sinuosité de migration et de rétro-migration et dans des proportions
similaires. Ceci suggere que le cil primaire pourrait jouer un réle similaire dans le guidage

vers le BO a P10 et P30.
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Figure 26 : L’ablation du cil primaire a P30 provoque un phénotype de directionnalité
aggravé par rapport a P10.

(A) Index de sinuosité. La ligne noire représente la médiane. P10 WT : N=3, n=48, P10
MUT : N=3, n=40, P30 WT : N=2, n=46, P30 MUT : N=3, n=71. ANOVA (p<0,001) suivi
d’un test post-hoc de Tukey (B) Pourcentage de rétro-migration des neurones. P10 CTL :
N:3, nmigration:222, nretromigration:17, P10 MUT : N:3, nmigration:121, nretromigration:35 , P30 CTL :
N=2, nmigrati0n=296, nretromigrati0n=59, P30 MUT N=3, nmigrati0n=206, nretromigration=209- (C)
Radar de directionnalité. (Haut) Radar de directionnalit¢ de migration a 12 cadrans. (Bas)
Radar de directionnalité de migration a 4 cadrans. P10 CTL : N=3, n3i5°.45-=42, n4s5°.135°=3,
ni3se225=3, N22se315=2, P10 MUT : N=3, n3is045=29, nNasc.135°=7, N135°225=6, N225°315°=3,
P30 CTL : N=2, n315°.45°=58, n4s°.135=0, n135°.225=20, nzz5°.315=2, P30 MUT : N=2, nzjse.
45°=49, N4s5°.135°=7, NM135°225°=29, N225°315=10.
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Concernant la directionnalité globale mesurée avec le graphique radar (Figure 26C), il n’y a
pas de différence a P10 entre les cellules contrdles et les cellules mutantes. Les cellules
migrent dans la méme direction occupant de la méme manicre les différents axes de migration
possibles (P10 controles : 84% vers 1’avant, 10% vers les cotés et 6% vers 1’arriere ; P10
mutants : 64,44% vers 1’avant, 22,23% vers les cotés et 13,33% vers arriére, test de Khi2,
p>0,05). De maniére intéressante, il existe en revanche une différence dans les radars de
migration a P30 avec un comportement plus dispersé¢ pour les cellules mutantes (P30
contrdles : 72,5% vers 1’avant, 2,5% vers les cotés et 25% vers I’arriére ; P30 mutants :
51,58% vers I’avant, 17,90% vers les cotés et 30,53% vers ’arricre, test de Khi2, p<0,001).
Nos analyses montrent donc que I’ablation du cil primaire induit un comportement de

migration plus erratique avec une sévérité du phénotype plus importante a P30 qu’a P10.
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Discussion partie I

Dans cette partie de ma these, 1'analyse des comportements de migration a P10 et P30
a montré que la vitesse et les parametres de NK sont similaires entre les deux ages. En
revanche, les cellules présentent des paramétres de directionnalité différents avec une plus
forte propension des cellules a P30 pour la migration vers l'arriere.

Par ailleurs, l'analyse des mutants ciliaires a montré que la délétion du cil produisait
des effets différents a P10 et P30. A P10, elle affecte la vitesse et le rythme de NK et la

directionnalité alors qu'a P30, elle affecte seulement les paramétres de directionnalité.

Méthodologie

Ces résultats restent préliminaires puisqu’ils concernent un nombre relativement faible
d’animaux. La caractérisation morphologique et les données de migration obtenues a P30 ont
¢été obtenues a partir d’'un nombre faible d’animaux (N=2 pour les groupes contrdle et mutants
a P30). Nous souhaitons donc analyser un plus grand nombre de souris. Nous avons
¢galement montré que le cil primaire jouait un role différentiel dans la migration neuronale

lox/lox

entre P10 et P30. Nous avons utilis¢ la lignée Kif3a pour réaliser cette étude. Pour valider

le fait qu'il s'agit bien de phénotypes directement liés a la disparition du cil, il faudrait réaliser

les mémes expériences avec la lignée Rpgripll'/o*

, une autre lignée dans laquelle il est
possible d’induire génétiquement 1’ablation du cil primaire (voir partie II).

Nous avons analysé la migration a P30 du fait de contraintes de temps et en
considérant qu'elle pouvait refléter la migration adulte puisque les chaines se forment dans la
3éme semaine de vie. On peut donc se demander si le comportement de migration a P30
refléte celui de "vrais" adultes a P60. L'analyse préliminaire d'une seule souris a P60
(injection de virus a P2, analyse a P60, n= 58 cellules) suggere que ce n'est pas le cas car la
vitesse de migration semble diminuée par rapport a P30 ainsi que les parameétres de NK. Ceci
suggere que les changements postnataux affectant la migration ne sont pas entierement établis

a P30 et que pour vraiment parler de migration adulte, il nous faudrait analyser la migration

plus tardivement.

Neurones sauvages P10 versus P30
Les neurones a P10 migrent de maniére globalement similaire a ceux de P30 excepté
en ce qui concerne les choix de direction. De maniére étonnante, il semble donc que les

changements environnementaux profonds dans les 3 premicres semaines de vie que
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constituent la fermeture du ventricule olfactif, le rétrécissement du CMR et la formation de
chaines n'influent pas sur les paramétres de vitesse et rythme de migration tels que mesurés.
De plus, nous avons observé que les neurones a P30 avaient une morphologie différente avec
un prolongement de migration moins branché et plus long qu'a P10. Ces différences
morphologiques ne semblent donc pas affecter non plus la vitesse de migration ou les
parametres de NK.

Etant donné que la seule différence entre les deux ages concerne les choix de direction,
il est probable que les changements environnementaux et en particulier la formation des
chaines aient une influence déterminante sur ces choix sans affecter la vitesse ou les
parametres de NK. L'importance de I'environnement dans la directionnalité des neurones a été
mis en évidence sur les interneurones embryonnaires (Leclech et al., 2019). Dans cette étude
in vitro, la modification des contraintes spatiales par les expérimentateurs conduit a
I’établissement de différentes morphologies (branché ou non) et des états migratoires
différents (migration déterminée ou erratique). Dans notre étude, la présence d'espaces
intercellulaires présents a P30 (voir Figure 7) pourrait donner plus de liberté aux cellules au
sein des chaines et leur donner de 1'espace pour faire des demi-tours. Dans le méme temps, la
mise en place des tubes astrocytaires autour des chaines de neurones pourrait également
réduire les degrés de libertés accordés aux cellules pour se déplacer entre les chaines. Les
tubes empécheraient les cellules de migrer perpendiculairement au courant de migration
rostral, leur laissant I’unique possibilité de migrer vers 1’avant ou 1’arriére chez 1’adulte.

Pour tester 1’hypothése de I’influence de I’environnement sur la migration ou
I’hypothése d’un comportement autonome cellulaire, il faudrait réaliser des greffes
hétérochroniques. Il s’agit de réaliser des greffes de cellules en migration dans le CMR de

souris P10 dans des souris P30 et inversement.

Présence du cil a P10 et P30

La différence de pourcentage de cellules avec un cil observable ainsi que
I’augmentation progressive de la taille du cil au cours du développement post-natal suggerent
que le cil primaire possederait une dynamique différente en fonction de 1’age de I’animal.
Deux articles ont analysé le rdle du cil primaire dans la migration des interneurones corticaux
embryonnaires (Baudoin et al., 2012; Higginbotham et al., 2012). L'équipe d’Eva Anton a
notamment montré en imageant le cil avec une construction Smoothened-Tomato que le
comportement de migration des interneurones était corrélé avec des changements de taille et

de mouvement du cil primaire. Celle de Christine Métin suggere a partir de résultats de
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microscopie €lectronique que le cil primaire disparait lors des phases de pause de la NK. Nos
données peuvent donc laisser penser que le cil primaire montre une dynamique différente a
P10 et P30 qui le rendrait plus fréquemment observable sur tissu fixé¢ a P10. Cela pourrait
provenir d'une plus grande stabilité au cours du cycle de migration. Pour vérifier cela, il
faudrait réaliser une étude en vidéomicroscopie de la dynamique du cil primaire au cours de la
migration avec par exemple un plasmide Arl13b-GFP permettant de marquer le cil primaire.

Il est a noter qu'en analysant la présence du cil de 39 neurones GFP positifs d'une
souris P60 de la méme maniére qu'en Figure 25, on voit que ce pourcentage de cellule avec cil
observable continue a diminuer (12,8%) (rendant l'analyse de la proportion de cellule avec
ablation du cil en conditions mutantes quasi impossible...) alors que la longueur du cil semble
rester constante.

Remarque : ce pourcentage est différent de celui rapporté a la Figure 17 pour mes
résultats de M2 probablement car il ne s'agit pas du méme fond génétique (Swiss pour le M2,

lignée Kif3a sur fond C57Bl6J pour la these).

Neurones mutants P10 versus P30 : problémes de directionnalité

L'ablation du cil a de forts effets sur la vitesse et le rythme de migration a P10 mais
n'en a pas a P30. Nous discuterons cela en liaison avec les résultats concernant le hotspot
d'’AMPc dans la discussion finale. Cette partie concerne donc uniquement l'effet de l'ablation

du cil sur la directionnalité.

L'ablation du cil affecte la directionnalité des neurones a P10 et a P30 ce qui pourrait
s'interpréter comme une altération du guidage. Cet effet est similaire a 1'augmentation de la
sinuosité observée apreés ablation du cil dans les interneurones corticaux embryonnaires
(Baudoin et al., 2012). Dans cet article, I'équipe de C. Métin se focalise sur 'action de Shh sur
le cil des neurones embryonnaires en migration et révele son role dans leur réorientation de
migration tangentielle vers radiaire. Un article (Angot et al., 2008) rapporte un role
chemoattracteur de Shh sur la migration des neurones issus de la ZSV adulte: Shh est exprimé
au niveau du ventricule et freinerait la sortie des neurones de la ZSV. Nous nous sommes
donc posé la question de savoir si les neurones du CMR P10 et P30 étaient sensibles a Shh.
Pour cela, nous avons utilisé des souris rapportrices de 1'activité Shh, les souris GliBS-GFP
(Balaskas et al., 2012). Dans ces souris, une signalisation Shh active entraine la présence de

GFP dans les cellules. Nous avons observé que I'immense majorité des cellules du CMR a

87



P10 et P60 étaient GFP négatives (Figure 27). Il parait donc peu probable que les défauts de

guidage observés dans les mutants ciliaires résultent d'un défaut de signalisation Shh.

63X zoom 3

P10

Adulte

Figure 27 : La voie Shh n'est pas activée dans les neurones du CMR a P10 et P60
Immunomarquage contre la GFP (Vert) et DCX (Rouge) sur coupes sagittales de CMR a P10
(haut) et chez I’adulte (bas) dans la lignée GliBS:GFP. (Haut) A P10, le CMR est large et les
neurones qui migrent ne forment pas de chaines. Aucune cellule DCX positive n’est GFP
positive montrant que la voie Shh n’est pas activée dans les neurones du CMR a P10. Les
structures GFP positives ressemblent a des varicosités axonales. (Bas) Chez 1’adulte, le CMR
est plus fin et les neurones migrent en chaines. L'immense majorité des cellules DCX sont
GFP négatives. Exceptionnellement, on peut voir un neurone doublement marqué (encart a
droite, fleche).

On pourrait donc suspecter I'implication d'autres molécules de guidage. SLITI et 2
pourraient étre de bons candidats. Ce sont des facteurs chémo-répulsifs secrétés par le plexus
choroide dans les ventricules qui repoussent les jeunes neurones de la ZSV vers le BO
(Nguyen-Ba-Charvet et al., 2004; Sawamoto et al., 2006). Leurs récepteurs Robo1,2 et 3 sont
exprimés par les jeunes neurones et sont présents dans le cil (Higginbotham et al., 2012) De
plus, et de maniére trés intéressante par rapport a notre problématique, la chémo-répulsion

induite par SLIT a un role essentiel dans la modulation de la polarité des neuroblastes du
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CMR (Higginbotham et al., 2006). Dans ce contexte, on peut imaginer que la disruption de la
signalisation Slit par ablation du cil pourrait étre a 'origine du phénotype de directionnalité
que nous observons chez les mutants a P10 et P30. Par ailleurs, on peut imaginer que le cil
plus long a P30 ou chez l'adulte permettrait aux neurones d'étre sensibles a de plus petites

quantités de Slit apres la fermeture du ventricule.
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Compartmentalized cAMP dynamics regulates neuronal

migration

Maxime Chaulet*, Julie Stoufflet*, Mohamed Doulazmi, Coralie Fouguet, Caroline Dubacq, Christine

Meétin, Alain Trembleau, Pierre Vincent and Isabelle Caillé

Introduction
3',5'-cyclic adenosine monophosphate (CAMP) is traditionally considered as a long range-acting

second messenger, freely diffusing in the whole cell. The development of genetically-encoded
FRET (Forster Resonance Energy Transfer)-based biosensors has challenged this view by
allowing real-time imaging of cAMP dynamics in living cells with high spatio-temporal
resolution (Calebiro and Maiellaro, 2014; Lefkimmiatis and Zaccolo, 2014). This revealed that
CAMP signals are highly compartmentalized at the subcellular level and that this fine-tuned
compartmentalization ensures the intracellular specificity of the pathway.

cAMP signaling plays fundamental roles in multiple steps of the nervous system development
such as neuronal polarization (Shelly et al., 2010b), axon guidance (Nicol et al., 2006;
Nishiyama et al., 2003) and synaptogenesis (Munno et al., 2003). Monitoring of cCAMP signal
in neurons with FRET-based biosensors unveiled its dynamic compartmentalization in
microdomains of axons, dendrites or growth cones (Averaimo et al., 2016; Calebiro and
Maiellaro, 2014; Maiellaro et al., 2016b). However, the dynamics of CAMP signaling has never
been studied in migrating neurons.

Neuronal migration is a crucial step for the establishment of brain circuitry since all neurons
have to migrate from theirs sites of birth to their final sites of integration. Dysfunction in
neuronal migration leads to severe cortical malformations such as lissencephalies and
periventricular or subcortical band heterotopia and might be involved in psychiatric disorders
(Bertipaglia et al., 2018; Silva et al., 2019). Migrating neurons display a cyclic saltatory
migration with alternations of somal translocation and pauses. For each somal translocation,
nucleus and centrosome move forward in a "two-stroke" cycle, with the centrosome moving
first within a swelling of the leading process (centrokinesis, CK) and the nucleus following
subsequently (nucleokinesis, NK) (Bellion et al., 2005b; Belvindrah et al., 2017; Schaar and
McConnell, 2005b). This nucleus to centrosome coupling involves local cytoskeleton
remodeling and molecular motors activation. The CAMP dependent protein kinase A (PKA) is
a highly compartmentalized protein of paramount importance for cellular migration in general

(Bradshaw et al., 2011a; Howe, 2011) and neuronal migration in particular (Haase, 2003;
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Toriyama et al., 2012). This led us to assess whether CAMP compartmentalization might
dynamically participate in the spatio-temporal regulation of this two-step migration.

Our model for studying migration is the ventricular/subventricular zone (V/SVZ) to olfactory
bulb (OB) migration in the postnatal mouse. Neurons produced in the V/SVZ migrate
tangentially over a long distance in the Rostral Migratory Stream (RMS) (Lois and Alvarez-
Buylla, 1994; Lois et al., 1996Db). Biphotonic imaging of migrating neurons electroporated with
a FRET-based biosensor (Epac-SH!®7) (Klarenbeek et al., 2015b) in acute slices of the RMS
revealed a dynamic cAMP hotspot localized around the centrosome, present during NK and
absent during pauses. Genetic ablation of the primary cilium as well as knock-down of the
ciliary Adenylate Cyclase 3 (AC3) induced permanent disappearance of the hotspot, showing
the importance of cAMP ciliary production for its formation. The hotspot disappearance led to
a slowed-down migration with increased pausing phases and reduced frequency of NK. This
was accompanied by defects in centrosome movement with reduced speed, decreased maximum
distance from the nucleus and increased uncoupling of CK and NK. Moreover, genetic
delocalization of the centrosomal PKA recapitulated this migratory phenotype, showing its
importance as a downstream effector of the cAMP hotspot. Our data thus show that ciliary-
produced cAMP forms a dynamic centrosomal hotspot, which locally acts on centrosomal PKA
to regulate migration and efficient coupling of centrosome and nucleus. This
compartmentalized cAMP dynamics is widely used in migrating neurons since we observed it
in radially migrating postnatal OB interneurons, in adult RMS and in radially migrating

embryonic neurons.

Results
cAMP dynamics in migrating neurons of the postnatal RMS: a transient centrosomal

hotspot during NK

A massive amount of young neurons migrate from the postnatal \V/SVZ to the OB in the RMS
(Fig 1A) (Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Lois et al., 1996b). They migrate by alternations of
pauses and NK (Fig 1A). We observed that they spend 80% of their time in pauses and perform
in average 3.15 + 0,21 NK per hour (see fig 4B).

To investigate CAMP dynamics in migrating neurons, we electroporated neonate mice with an
intraventricularly-injected plasmid to express the FRET cAMP-specific biosensor Epac-S8’
(fig 1B and 1C). This recent biosensor displays high affinity for cAMP allowing detection of

limited changes in CAMP concentrations with high dynamic range (Klarenbeek et al., 2015b).
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Biosensor-expressing neurons were imaged in live acute sections of the RMS with a biphoton
microscope (one-hour movies with one-minute intervals). Ratiometric analysis revealed that a
cAMP-rich region (hereafter called hotspot) was transiently present during NK and disappeared
during pauses (Fig 1D and movie 1). This hotspot specifically reflected a cAMP local
enrichment since it was absent in neurons transfected with a version of Epac-SH®” with mutated
CAMP binding site (movie 2).

Extensive analysis of migrating neurons (ie performing at least one NK during a one-hour
movie) showed that 82% of them displayed such a dynamic hotspot (101 neurons performing
134 NK from 10 mice). A limited percentage of cells displayed several cAMP rich zones,
usually two, which likely corresponded to the two centrioles (movie 3).

The hotspot stereotypically appeared at the front of the cell body before moving into the leading
process, where it remained until after the nucleus performed a NK. It then disappeared during
the following pause and could reappear later following the same pattern before the neuron
undertook another NK.

As this movement resembled the classically described centrosome movement during saltatory
migration, we co-electroporated the biosensor with centrin-RFP to label the centrosome (Fig
1E). We saw that the hotspot was present around the centrosome before its movement into the
leading process and stayed around it during NK before disappearance during the pause.
Measurement of the ratiometric characteristics of the hotspot showed that its average diameter
was of 965,4 nm +95,48nm. In addition, the maximum hotspot ratiometric intensity was
constant during NK being in average 52% (£2%) higher than the mean cell intensity (n=12 cells
with 16 NK).

Use of a sensitive CAMP biosensor with a high signal to noise ratio coupled with live biphoton
imaging in slices thus allowed us to discover a dynamic cAMP hotspot at the centrosome of

RMS migrating neurons.

Primary cilium is necessary for centrosomal hotspot formation

The primary cilium is a small rod-shaped organelle linked to the centrosome (fig 2A). It is
present on most eukaryotic cells including neurons (Guemez-Gamboa et al., 2015). Its absence
or dysfunction in ciliopathies lead to severe brain defects, suggesting its major importance for
brain development (Guo et al., 2017b; Higginbotham et al., 2012b)

Immunostaining of GFP positive RMS migrating neurons with Arl13B, a small ciliary GTPase,
coupled with y-tubulin, marker of the centrosome, showed that they assemble a cilium during

migration (Fig 1B). The primary cilium length was in average 910+0,02 nm (N=1, n=1030)
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The primary cilium was recently reported to be a cAMP-rich region by using a cilium-targeted
CAMP biosensor (Moore et al., 2016b; Sherpa et al., 2019b). We thus wondered whether the
CAMP hotspot that we observed at the centrosome could emanate from the primary cilium. To
answer this question, we used two mouse lines in which deletion of the primary cilium could
be genetically induced by cre recombination. Kif3a is part of a kinesin motor required for cilium
maintenance (Rosenbaum and Witman, 2002b). Rpgripll (retinitis pigmentosa GTPase
regulator-interacting protein 1 like) is a protein located at the basis of the primary cilium, whose
mutation leads to ciliopathies in humans (Arts et al., 2007).

We performed Cre recombination of the floxed genes in migrating RMS neurons by injecting
a Cre expressing virus coupled to the GFP into the ventricle of neonate Kif3alox/lox and
RPGriplllox/lox mice. This led to an efficient ablation of the primary cilium in both mouse
lines. The percentage of GFP positive RMS neurons displaying a y-tubulin positive centrosome
associated with an Arl13B positive primary cilium was significantly reduced in Cre-injected
Kif3alox/lox (25% in Cre versus 53,21% in GFP control animals, n=109 cells from 3 mice in
GFP animals and n=140 cells from 3 animals in Cre animals) and Rpgrip1llox/lox mice (16.2%
in Cre versus 47% in GFP control animals, n=68 cells from 2 mice in GFP animals and n=99
cells from 3 animals in Cre animals).

Cotransfection of the cAMP biosensor with Cre in neonate floxed mice showed that cilium
disappearance led to a concomitant disappearance of the hotspot in both mouse lines (Fig 2C
and D and movie 4 and 5). Whereas 82% of cells displayed a hotspot during NK in WT mice,
this number was reduced to 30% in Cre-transfected Kif3alox/lox (36 cells of 46 NK in 4 mice)
and to 20% in Cre-Transfected Rpgripll (52 cells of 73 NK in 7 mice) (Fig 2E). When cells
displayed two successive NK, the phenotype of absence or presence of hotspot during NK was
persistent. Moreover, the more efficient disappearance of the hotspot in RPgripll miceisin line
with the more efficient genetic ablation of the primary cilium, strongly suggesting that the

primary cilium is necessary for formation of the hotspot.

Ciliary type 3 Adenylate Cyclase 3 (AC3) is necessary for centrosomal hotspot formation
AC3 is described as the predominant cAMP producer in neuronal primary cilium (Bishop et al.,
2007). We thus assessed its presence in the primary cilium of RMS migrating neurons through
immunocytochemistry (Fig 3A). We observed that more than 40% of Arl13B positive primary
cilia in the RMS were also AC3 positive (n= 141 cells from 2 mice).

We thus produced an anti AC3 microRNA coupled to GFP to knock down AC3. Its efficiency
was verified by qRTPCR on cells transfected with miRAC3 or a control miR and AC3 (Fig
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3B). Transfection of the miRAC3 led to a 40% decrease of the overexpressed AC3 mRNA as
compared to control miR suggesting the efficiency of the designed microRNA.
Co-electroporation of the MirAC3 with the biosensor showed that AC3 knock-down led to
similar disappearance of the hotspot as primary cilium ablation (Fig 3C and movie 6). Only
22% (N=2, n=17cells) of MirAC3 transfected cells displayed a visible hotspot during NK.
This shows that the primary cilium produces the hotspot through ACS3.

Migration defects in the absence of hotspot

Given the dynamics of the hotspot and its subcellular localization, we wondered whether it
could regulate the dynamics of migration. We thus compared the migration of WT neurons with
the migration of cilium-ablated and AC3 knocked-down neurons, in which the hotspot was
absent. To this end, Kif3alox/lox neonate mice were intraventricularly transfected with GFP,
Cre recombinase coupled with GFP or MirAC3 coupled with GFP. Live acute sections of the
RMS were imaged with a confocal microscope (3-hr movies with 3-minute intervals). Tracking
of the GFP positive cells showed that cilium ablation as well as AC3 knock-down significantly
slowed down migration (GFP 75,49+3,48um/h versus 55,81+2,74um/h and 58,08+2,98 um/h
in CRE and MirAC3, p <0.001, n=3 mice, Fig 4A, movie 7, 8 and 9). This was accompanied
by an increased percentage of pausing time (76% in WT versus 87% and 84% in Cre and
MirAC3, p < 0.001, n=3 mice, Fig 4B). Detailed analysis of the NK showed that the average
frequency of NK reduced (3,15+0,21 NK/h in WT versus 2,06+0,20NK/h and 2,14+0,21NK/h
in Cre and MirAC3 p < 0.001, n=3 mice, Fig 4C).

Given the centrosomal location of the hotspot, we wondered whether it could directly play a
role in the dynamics of CK. To assess this question, we co-transfected centrin-RFP along with
GFP, Cre coupled with GFP or MirAC3 coupled with GFP and co-tracked cell body and
centrosome (movies). We defined a CK as an increase of the centrosome to nucleus distance of
at least 2um followed by a decrease of at least 2um. The maximum distance between nucleus
and centrosome during CK was reduced in cilium-ablated and AC3 knocked-down neurons as
compared to WT (GFP 12,32+0,42um versus 10,42+0,35um and 9,85+0,63um in CRE and
MirAC3, p < 0.001, n=3 mice, Fig 4D). Additionally, we defined two types of CK: a CK
followed by a NK was considered efficient whereas a CK not followed by a NK was considered
inefficient. Interestingly, we saw an increase of the percentage of inefficient CK in cilium
ablated and AC3 knocked-down neurons as compared to WT (26% in WT versus 43% and
37% in Cre and MirAC3, p =0.002, n=3 mice, Fig 4E), which suggested that the hotspot was

necessary for proper coupling of nucleus and centrosome. Finally, analysis of the overall speed
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of the centrosome showed that it was reduced in cilium-ablated and AC3 knocked-down
neurons as compared to WT (GFP 75,82+3,44um/h versus 56,54+2,31um and 55,69£3,74um
in CRE and MirAC3, p=0.02, n=3 mice Fig 4F).

Our results thus suggest that AC3 ciliary cAMP production of the hotspot regulates migration

by acting on centrosome dynamics and centrosome/nucleus coupling.

Centrosomal PKA is the downstream effector of the hotspot

PKA was described to be localized at the centrosome in certain cell types (Saade et al., 2017b).
Immunohistochemical staining for the catalytic subunit of PKA (cPKA) showed that it was
indeed the case in RMS migrating cells, where cPKA appeared as a diffuse area surrounding
the centrosome (Fig 5A). We thus transfected a dominant form of PKA (dnPKA) coupled with
the GFP to delocalize PKA. This dnPKA is a regulatory subunit of PKA, which cannot bind the
centrosome and thus traps the endogenous catalytic subunit of PKA in the cytoplasm (Fig 5B).
Counting of the percentage of cells displaying cPKA at the centrosome showed that dnPKA
efficiently delocalized PKA (26,67% in dnPKA versus 86,05% in WT, data not shown).

We thus analyzed the migration and centrosomal dynamics of dnPKA transfected neurons.
Similarly to cilium deletion and AC3 knock-down, dnPKA transfection slowed down migration
( GFP 75,49+3,48um/h versus 55,76+1,90um/h and 63,73+£2,85 um/h in dnPKA and
CREdnPKA, p <0.001, n=3 mice, Fig 5C movie 7, 10 and 11), increased pausing phases (76%
in WT versus 86% and 84% in dnPKA and CREdnPKA, p <0.001, n=3 mice, Fig 5D) and
reduced frequency of NK (3,15+0,21 NK/h in WT versus 2,23+0,12NK/h and 2,09+0,16NK/h
in dnPKA and CREdnPKA p <0.001 n=3 mice, Fig 4C). Moreover, cotransfection with centrin-
RFP revealed that centrosome dynamics was also altered in the same way as cilium ablation
and AC3 knock-down: centrosome speed was reduced (GFP 75,82+3,44um/h versus
68,18+2,08 um dnPKA, p= 0,051, n=3 mice Fig 5H) as well as the maximum distance between
centrosome and nucleus during CK (GFP 12,32+0,42um versus 10,46+£0,38um dnPKA, p <
0.001 n=3 mice, Fig 5F) and the percentage of efficient CK ( 26% in WT versus 37% in dnPKA,
p =0.02, n mice, Fig 5G) Delocalization of PKA from the centrosome thus phenocopies cilium
deletion and AC3 knock-down. This strongly suggests that centrosomal PKA is the downstream
effector of the ciliary dependent hotspot. To test this possibility, we performed a double
mutation of Kif3a lox/lox mice by transfecting Cre to ablate the cilium and dnPKA to delocalize
PKA. Interestingly, double mutated neurons displayed the same migratory defects as the simply
mutated ones, with no additivity of the phenotypes. This strongly suggests that dnPKA acts

downstream of the ciliary produced cAMP to regulate migration.
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The hotspot is present in different kind of migrating neurons

In order to know whether this pattern of CAMP dynamics is specific of postnatal RMS neurons
or generally used by migrating neurons, we assessed its presence in other types of neurons.
Postnatally generated SVVZ neurons reorient radially in the olfactory bulb after their migration
in the RMS. Ratiometric analysis of the biosensor showed that they too displayed a transient
centrosomal hotspot (Fig 6A movie 12. In addition, analysis of tangentially migrating neurons
of the adult RMS also displayed the same hotspot (Fig 6B, movie 13). Finally, the hotspot was
also present in radially migrating neurons of the embryonic cortex (Fig 6C, movie 14).

We can thus conclude that this type of cCAMP dynamics appears to be generally used by

migrating neurons.

Discussion
Our work provides evidence that control of cell migration relies on highly compartmentalized

and temporally regulated centrosomal cCAMP/PKA signals. We show that the primary cilium
localized AC3 produces a highly dynamic cAMP microdomain visible at the centrosome during
NK. This hotpot regulates migration through centrosomal PKA activation, tuning centrosome
dynamics and nucleus-centrosome coupling. This discovery was made possible by the
development of a challenging technique involving electroporation of neonatal mice with a
sensitive FRET biosensor, coupled with spatially and temporally resolutive biphotonic imaging
on acute brain sections.

CcAMP signaling microdomains analyzed thanks to FRET biosensors have previously
been described in different cell types. Interestingly, a study performed in Chinese Hamster
Ovary cells transfected with a centrosome targeted biosensor reported a similar centrosomal
microdomain which, contrarily to us, displayed low cAMP levels. This “coldspot” was
dynamic, disappeared during mitosis and was important for cell cycle progression (Terrin et al.,
2012b). cAMP microdomains were also described in diverse neuronal subcompartments such
as growth cones, axons and dendrites (Averaimo et al., 2016; Calebiro and Maiellaro, 2014).
However, to our knowledge, we are the first to perform this type of analysis in migrating
neurons.

We detect a surprisingly dynamic cCAMP hotspot at the centrosome, cyclically present during
NK and absent during pauses. We show that the primary cilium and ciliary localized AC3 are

necessary for formation of the hotspot. We thus think that the signal that we observe at the
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centrosome is a consequence of a small range diffusion of the CAMP concentrated in the
primary cilium by AC3 production. Two studies using a ciliary targeted FRET-based cCAMP
sensor in fibroblasts and kidney epithelial cells indeed showed that the primary cilium is a
CAMP rich microdomain (Moore et al., 2016b; Sherpa et al., 2019b), reaching levels of
concentration as high as 5 fold higher than the rest of the cytoplasm.

The cyclical presence of the hotspot raises interesting questions. A mechanical explanation of
the cyclicity could be the dynamics of the cilium itself. Two studies reported that the cilium is
highly dynamic during migration of tangentially migrating embryonic neurons (Baudoin et al.,
2012b; Higginbotham et al., 2012b), with one of them suggesting a transient disappearance of
the cilium during pauses (Baudoin et al., 2012b). If this is the case in RMS migrating neurons,
this could explain the disappearance of the hotspot during pauses. The other possible
explanation would be the cyclical regulation of AC3 either by intermittent signalization at the
level of an upstream signaling receptor or by a cyclical downstream mechanism.

The hotspot disappearance in cilium ablated and AC3 knocked-down neurons is
accompanied by migration defects, which strongly suggests that the hotspot regulates
migration. The migration defects that we observe are very similar to the ones observed in
cilium ablated (Baudoin et al., 2012b) or Arl13B mutated migrating embryonic interneurons
(Higginbotham et al., 2012b). As we observed the hotspot in all types of neurons that we
analyzed, one could thus imagine that the migratory defects observed in those papers might be
the consequence of a defective CAMP/PKA signaling at the centrosome.

PKA subcellular localization closed to its effectors is an essential determinant of CAMP
signaling compartmentalization (Torres-Quesada et al., 2017) and is ensured by A Kinase
Anchoring Proteins (AKAP). In RMS migrating neurons, PKA detected by
immunocytochemistry is mainly associated with the centrosome. Such a centrosomal
localization was reported in diverse cell types including radial glial cells (Saade et al., 2017b).
RMS neurons strongly express the centrosomal AKAP pericentrin (Diviani et al., 2000; Endoh-
Yamagami et al., 2010). Interestingly, pericentrin mutant mice devoid of PACT domain
(pericentrin-AKAP450 centrosomal targeting domain) display a very similar migratory
phenotype as our mutated cells. This suggests that pericentrin is the main AKAP responsible
for PKA centrosomal localization in RMS cells. We used the dominant negative form of PKA
described by Saade et al, which is a regulatory subunit of PKA devoid of the domain interacting
with pericentrin. This led to efficient PKA delocalization from the centrosome and to the same
migratory defects as cilium ablation and AC3 knock-down. This shows that PKA centrosomal

localization through interaction with pericentrin is necessary for proper migration and that PKA
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is the main downstream effector of the hotspot. The subcellular co-localization of the cAMP
hotspot with PKA might ensure that the concentration of the second messenger locally exceeds
the activation threshold of PKA, as suggested in (Koschinski and Zaccolo, 2017)

Our data show that the activation of PKA by the ciliary produced cAMP hotspot
regulates the speed of migration and the centrosome dynamics. A likely PKA downstream
effector could be the LIS1-dynein-ndel-ndeL1 complex, which is localized at the centrosome
(Sasaki et al., 2000; Tanaka et al., 2004b) , essential for neuronal migration in diverse types of
neurons (Bradshaw et al., 2011a; Shu et al., 2004b; Tsai et al., 2007b) and involved in nucleus-
centrosome coupling (Jheng et al., 2018; Tsai et al., 2007b). PKA phosphorylates Ndell and
Ndel, which induces the release of LIS1 and dynein from the complex (Bradshaw et al., 2011a;
Tsai et al., 2007b) thus allowing their action on microtubule stability (Hendricks et al., 2012;
Sapir, 1997). Interestingly, depletion of LIS1 induces a decrease of N-C distances, a reduced
centrosomal speed and a decrease in NK frequency (Tanaka et al., 2004b; Tsai et al., 2007b),
which is very similar to our phenotype. This suggests that defectuous L1S1 release consecutive
to the hotspot disappearance might be important in our phenotype. This would lead to
destabilization of microtubules (Sapir, 1997) triggering a defect of microtubule tension between
centrosome and nucleus (Bertipaglia et al., 2018). This could explain the defects of centrosome

dynamics and of nucleus/centrosome coupling leading to defects in NK.

We thus describe a cAMP-rich microdomain generated in the primary cilium of migrating
neurons and extending its action towards the centrosome. This allows localized regulation of
centrosomal PKA leading to fine-tuned regulation of neuronal migration. This mode of
regulation is present in all types of migrating neurons that we have analyzed. We thus unveil a
new regulatory pathway whereby a cilium-generated signal exerts a direct action on the

centrosome dynamics with consequences on neuronal migration.
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Materiel and Method

Mouse lines

Mice were housed in a 12-hour light/dark cycle, in cages containing 2 females and one
male. The postnatal mice were housed in the cages with their parents. Animal care was
conducted in accordance with standard ethical guidelines (National Institutes of Health
publication no. 85-23, revised 1985 and European Committee Guidelines on the Care and Use
of Laboratory Animals 86/609/EEC). The experiments were approved by the local ethics
committee (Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Charles Darwin C2EA-05). The
mice used were in a C57BL6 background. Kif3a conditional knockout (Kif3af/f) (Marszalek
et al, 1999, Proc. Natl. Acad. Sci. USA) and RpgriplL conditional knockout (RpgriplLf/f)

(Vierkotten et al, 2007, Development), were genotyped according to the original protocols.

Plasmid constructions

pCaggs-Epac-SH8" was derived from pCDNA3-Epac-SH8’ kindly given by Kees Jalink
(Klarenbeek et al, 2015). Minor modification on the Epac-S™8’ sequence was performed to
reduce redundancy. pCaggs-GFP, pCaggs-CRE-IRES-GFP and pCaggs-CRE-IRES-Tdtomato
were designed in the laboratory. pCIG-PKA RIA2-6 wt subunit flagged (call later on pdn-PKA)
was kindly given by Elisa Marti (Saade et al, 2017). pCs2-Centrin-RFP was ordered in addgene
(#26753). All the plasmids were used at a concentration between 5 to 8ug/pL (0,01% Fast
green) for postnatal electroporation, 2ug/uL (0,01% Fast green) for in utero electroporation and

10pg/uL for adult electroporation.

MiRNA production

miRNA against AC3 has been performed using BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi
Expression Vector kits from invitrogen. To generate the single stranded oligos we used
Invritogen’s RNAi Designer to have increase the possibility to have high rate of knockdown.
The sequence of the single stranded oligos are: -for miRNA AC3.1: Top
TGCTGAAAGGATGATGTCCAACACCAGTTTTGGCCACTGACTACGTGTTGCATCA
TCCTTT, Bottom
CCTGAAAGGATGATGCAACACCAGTCAGTCAGTGGCCAAAACTGGTGTTGGACA
TCATCCTTTC, for miRNA AC3.2: Top: TGCTGTGTACATGGTATTGAACTGCTGTTT
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TGGCCACTGACTGACAGCAGTTCTAGGATGTACA, bottom:

CCTGTACATGGTAGAA
CTGCTGTCAGTCAGTGGCCAAAACAGCAGTTGAATAGGATGTACAC, for miRNA
AC3.3: Top:

TGCTGTTAGGATGGAGCACACGGCATGTTTTGGCCACTGACTGACATG
CCGTGCTCCATCCTAA, bottom: CCTGTTAGGATGGAGCACGGCATGTCAGTCAGT
GGCCAAAACATGCCGTGTGCTCCATCCTAAC. The different step of the kit was
followed. The double stranded oligos were inserted in a pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR. The
three different construction have been sequenced to confirm the proper insertion of the double
stranded oligos. To produce the pcDNA™6.2-GW/Tdtomato-miR, GFP was removed using
Dral and BamH1 and tdTomato was added at its place.

To validate miRNA efficiency, Rt-gPCR on NIH3T3 were performed. NIH3T3 were
transfected with a plasmid expressing AC3 and miRNAneg or miRNA-AC3. 48h post-
transfection, NIH3T3 cells were fixed and RNA were extracted.

Postnatal electroporation

Postnatal electroporation was performed at P2. The postnatal mice were anesthetized by
hypothermia. Pseudo-stereotaxic injection (from lambda ML: -1,2, A/P:2, D/V: 2,5-2) using
glass micropipette (Drummond scientific company, wiretol 1 50uL, 5-000-1050) was performed
and 2pL of plasmid was injected. Animals, that were successfully injected, were subject to 5
pulses of 99,99V during 50ms space out of 950ms using the CUY21 SC Electroporator and
10mm tweezer electrode (CUY650-10 Nepagene). The animals were placed on a 37°C plates
to restore their body temperature before returning with their mother. Animal were considered

as full restored when pups were moving naturally and their skin color return to pink.

In utero electroporation

Timed pregnant E15 C57BI6 mice were anesthetized with isoflurane. During the
experiment the mice was on a 37°C plate. The uterine horns were exposed, and the embryos
were injected in the lateral ventricle with a glass micropipette. 1uL of plasmid (2ug/pL) was
injected. The successfully injected animals were then subject to Spulse of 45V during 50ms
space out of 950ms using the CUY21 SC Electroporator and 5mm tweezer electrode (CUY650-
5 Nepagene). The uterine horns were then replaced in the belly and the belly was sew up. The
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animals were placed in a cage on a 37°C plates to restore their body temperature before

returning in their own cage.

Adult electroporation

P21 C57BI6 animals were anesthetized with a mixed of ketamine and Xxylazine.
Stereotaxic injection (from the bregma M/L: 1, A/P:0, D/V:2,1) was performed with a glass
micropipette and 2uL of the plasmids (10ug/uL) was injected in the right lateral ventricle. The
animals were then removed from the stereotaxic setting and subject to 5 pulse of 200V during
50ms space out of 950ms using the electroporator NEPA21 with 10mm tweezer electrode
(CUY650-10). The animals were then placed on a 37°C plates to restore their body temperature

before returning in their cage.

Acute brain slices

Brain slices from mice aged from P6 to P10 were prepared as previously described
(Castro et al. 2010). Pups were killed by decapitation and the brain was quickly removed from
the skull. 250um sagittal brain slices were cut with a VT1200S microtome (Leica). Slices were
prepared in the ice-cold cutting solution of the following composition: 125mM NaCl, 0.4mM
CaClz, ImM MgCl,, 1.25mM NaH2PO4, 26mM NaHCO3, 5mM sodium pyruvate, 20mM
glucose and 1mM kynurenic acid, saturated with 5% CO. and 95% O. Slices were incubated
in this solution for 30 min at room temperature and then placed in recording solution (identical
to the solution used for cutting, except that the Ca?* concentration was 2mM and kynurenic acid
was absent) for at least 30 min at 32°C before image acquisition.

Brain slices from E18 were prepared as follows. The mother was killed by cervical
dislocation and the embryos were removed from the horn and placed in an ice-cold cutting
solution (same composition as above). The embryos were decapitated, and the brain was
quickly removed from the skull. 300um sagittal brain slices were cut in the same ice-cold
solution. Then the same protocol as above was followed.

P30 brain slices were prepared as follows. The mice were killed by cervical dislocation.
The brain was quickly removed from the skull. 200pum sagittal brain slices were cut with a
VT1200S microtome (Leica). Slices were prepared in an ice-cold solution of the following
composition: 130mM potassium gluconate, 15mM KCI, 2mM EGTA, 20mM HEPES, 256mM
glucose, ImM CaCl2 and 6mM MgCI2, supplemented with 0.05mM D-APV (304 mOsm, pH
7.4 after equilibration) saturated with 5% CO: and 95% O (Quiquempoix et al., 2018). Then
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the slices were places for 3 to 5 minutes in a ice-cold solution of the following composition:
225mM D-mannitol, 2.5mM KCI, 1.25mM NaH2P04, 25mM NaHCO3, 25mM glucose, 1mM
CaCl2 and 6mM MgCI2 (Quiquempoix et al., 2018) saturated with 5% CO- and 95% O> before
being placed in the recording solution (described above) at 32°C and saturated with 5% CO>
and 95% O for at least 30 min.

Time-lapse video microscopy

To analyze cell migration, images were obtained with an inverted SP5D confocal
microscope (Leica). Images were taken every 3 min for 2-3h using a 40X/ N.A. 1,25 objective
with 1.5 optical zoom.

Biosensor images were acquired with an upright multiphoton microscope Leica SP5
MPII with a 25x/ N.A 0,95, objective, 4x optical zoom, and GaAsP hybrid detector. The
excitation wavelength was set at 850 nm to activate the mTurquoise2. The two emission
wavelength were acquired at the same time with filters of 479+/-40 nm and 540+/-50 nm. Image
stacks with 2 um vertical interval were taken every minute for 1h. The presence of tdTomato,
indicative of CRE recombinase or miRNA, was assessed with a confocal head were taken
before and after 1hour movies to detect the expression of tdTomato. For the centrin-RFP,
alternation of the FRET acquisition with the multiphoton and RFP with a confocal laser was
performed.

The temperature in the microscope chamber was maintained at 32°C, for embryos and
postnatal imaging, or 35°C, for P30 imaging, and brain slices were continuously perfused with

heated recording solution (see above) saturated with 5% CO. and 95% O

Analyses of neuronal migration

Analyses were performed using ImageJ (NIH Image; National Institutes of Health,
Bethesda, MD) software and MTrackJ plugging (Meijering et al., 2012). The nucleus and the
centrosome of each cell were tracked manually on each time frame during the whole movie.
For cell migration characteristics, calculation of speed, nuclear translocation frequency and
pausing time were performed using the x,y,t coordinates of the nucleus of each cell.

For centrosome defect, calculation of speed of centrosome, maximal Nucleus-centrosome
distance and CK-NK coupling were performed using the x,y,t coordinates of centrosome and

nucleus of each cell.
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Nuclear Speed formula:

Speed=y/ ((Xi-Xe-1)%+(Ye-Yt-1)? )X 20

NK frequency was calculated as followed:

NK Nber
Total Time

NK frqcy = X 60

Percentage of pausing time was calculated as followed:

Cells were excluded from the analysis if we tracked them less than 30 min or did not performed
any nuclear translocation during the whole tracking. To analyse the percentage of pausing time,
a distance cutoff was used to discriminate pausing time from nuclear translocation. If the
distance of migration was equal or superior to 6um, cells were considered as migrating. If the

distance of migration was inferior to 6um, cells were considered as pausing.
Nber of pausing time % 100

% pausing time :Total time number —1

Centrosome Speed formula:

Speed=,/ ((Xe-Xe-1)%+(ye-Yi-1)? ) X 20

NK-CK coupling was calculated as followed:

To analyse centrokinesis, a cutoff was used to discriminate pause and migration. If the distance
of centrosome movement was equal or superior to 2um, centrosome were considered as
migrating. If the distance of migration was inferior to 2um, cells were considered as pausing.
At every centrokinesis, we observed if a nucleokinesis was associated to it. If a nucleokinesis
was following a centrokinesis, NK-CK was considered coupling. When a centrokinesis was not

followed by a nucleokinesis, NK-CK was considered uncoupling.

Nber of CK followed by NK
Total time number —1

X 60

NK-CK coupling Frqcy =

N-C max distance was calculated as followed:

Maximal distance between centrosome and nucleus of every centrokinesis was considered.
Averages of the N-C maximal distances of every centrokinesis per cell was used to create the

graph.
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Quantification of biosensor images

Image stacks obtained for donor and acceptor emission were processed with a custom code
developed in the IGOR Pro environment (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA). The
maximum intensity was projected vertically to form a 2D image. The fluorescence intensity of
donor and acceptor were averaged to build an image indicating biosensor concentration. The
fluorescence intensity of donor and acceptor were ratioed for each pixel to report biosensor
activation level. For each experiment, ratio values were multiplied by a constant such that
baseline ratio was 1. These images were combined to produce pseudocolor images, with the
ratio used as hue (from blue to red) and the intensity as value, while the saturation was set to
the maximum (Polito et al., 2014; Tsien and Harootunian, 1990).

For each migrating neuron, the ratio was then measured along its migration direction, calculated
as follows. A series of anchor points were manually positioned along the length of the cell, and
the profile of ratio and intensity was calculated along these line segments, over a total width of
1 pum. The intensity profile was annotated manually, marking the rear of the cell and the tip of
the leading process of the migrating neuron, and both sides of the nucleus. The movement of
the nucleus was then used to determine the orientation of the migration, by fitting a line to the
positions of the nucleus for all time points. Coordinates in the frame of reference of the image
were then converted to a single position along the axis of cell migration.

Ratio measurements in the frame of reference of cell migration were then used to build
kymographs with the same color coding as pseudocolor biosensor images. Profiles showing a

hotspot were further analyzed by fitting the peak with a gaussian curve.

Immunohistochemistery

P7-P10 mice were lethally anesthetized using euthasol. Intracardiac perfusion with 4%
paraformaldehyde were performed. Brain were postfixed overnight in 4% paraformaldehyde.
Three rinse were done with PBS 1x (gibco 1400-067). 50um sagittal slices were cut with
VT1200S microtome (Leica). Slices were placed one hour in a saturated solution (10% fetal
bovine serum; 0,5% Triton-X in PBS). The primary antibodies used in this study were: GFP
(Aves, GFP-1020, 1/1000), PKAc (Cell Signaling Technology, #4782 1/250), AC3 (Santa Cruz,
C-20 sc-588, 1/200), Arl13b (UC Davis/NIH NeuroMab Facility, 75-287, 1/1000), X-tubulin
(Sigma-Aldrich, T6557, 1/500). The antibodies were diluted in saturation solution. Slices were
incubated 48 to 72h at 4°C with agitation with the antibodies. Three rinse were done with PBS
1x. The secondary antibodies used were : anti-chicken IgY alexa Fluor 488 (1/1000, Jackson
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ImmunoResearch: 703-545-155) against anti-GFP, anti-rabbit 1gG Cy5 (1/1000, Jackson
ImmunoResearch: 711-175-152) against anti-PKAc, anti-rabbit IgG Cy3 (1/2000, Jackson
ImmunoResearch: 711-165-152) against anti-AC3, anti-Mouse IgG, Fcy Subclass 1 specific
alexa Fluor 594 (1/2000, Jackson ImmunoResearch: 115-585-205) against anti-y-tubulin, anti-
Mouse IgG, Fcy subclass 2a specific alexa Fluor 647 (1/1000, Jackson ImmunoResearch: 115-
605-206) against anti-Arl13b . The antibodies were diluted in saturation solution. Slices were
incubated 1h at room temperature with agitation with the secondary antibody solution. Three
rinse with PBS 1X were done. Slices were counter-colored with Hoeschest and mounted with

mowiol.

Statistics

All manipulations and statistical analyses were implemented with R (3.5.1). Normality
in the variable distributions was assessed by the Shapiro-Wilk test. Furthermore, the Levene
test was performed to probe homogeneity of variances across groups. Variables that failed the
Shapiro-Wilk or the Levene test were analyzed with nonparametric statistics using the one-way
Kruskal-Wallis analysis of variance on ranks followed by Nemenyi test post hoc and Mann—
Whitney rank sum tests for pair-wise multiple comparisons. Variables that passed the normality
test were analyzed by means of one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test for multiple
comparisons or by Student's t test for comparing two groups. Categorical variables were
compared using Pearson's Chi-squared test or Fisher's exact test. All the statistical analyses

have been performed on the fifth group together.

Principal component analysis (PCA) was performed using all the variables analyzed in the

study, and the experimental conditions were included as supplementary variables.
A p value of < 0.05 was used as a cutoff for statistical significance. Results are presented as the
mean + SD or medians and the given values in the text are the mean £ SEM, unless otherwise

stated. The statistical tests are described in each figure legend.

All the statistics have been performed between the 5™ different groups.
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Figures

Figure 1: cAMP dynamics in migrating neurons of the mouse postnatal RMS

A) Scheme of V/SVZ-OB migration pathway and description of cyclic saltatory migration.

B) Scheme of the postnatal experimental procedure.

C) Scheme of the biosensor Epac-S™'8’. The cAMP biosensor is composed of a part of Epac protein
coupled to a donor and an acceptor fluorophore. The biosensor is in FRET conformation when cAMP
is absent (emission at 530 nm upon biphotonic excitation at 850 nm) and non-FRET conformation when
CAMP is present (emission at 470 nm upon biphotonic excitation at 850 nm). Changes in cAMP
concentration are analyzed by ratiometry and represented by false colors as in D.

D) Live biphotonic imaging of a representative migrating neuron transfected by Epac-S"!87. The white
arrows show a dynamic cCAMP hotspot present during NK. Scale bar 10pum

E) Live biphotonic and confocal imaging of a representative migrating neuron transfected by Epac-SH8’
and Centrin-RFP. The white arrows show a dynamic cAMP hotspot present during NK and the
centrosome. Scale var 1pm.
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Figure 2: Primary cilium ablation leads to disappearance of the cCAMP hotspot.
A) Scheme of a primary cilium.
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B) Immunocytochemistry of a GFP positive RMS neuron showing a short Arl13b positive
primary cilium (gray) connected to the y-tubulin positive centrosome (magenta) . Scale bar 10
pm

C) Live biphotonic imaging of a representative migrating neuron transfected by Epac-S"!87 and
Cre recombinase in a Kif3alox/lox mouse. The cAMP hotspot is absent.

D) Live biphotonic imaging of a representative migrating neuron transfected by Epac-S87 and
Cre recombinase in a RPGriplox/lox mouse. The cAMP hotspot is absent.

E) Percentage of neurons with no hotspot, one or more than one hotspot in WT or kif3aL/L
and Rpgripl1L/L CRE transfected migrating neurons. (WT: N=10 mice, n=101 cells, Kif3a: N=
4, n=36, Rpgrip1L: N=5, n=52). (Fisher’s Exact Test for Count Data, p= 1.37¢?)
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Figure 3: Ciliary AC3 deletion leads to disappearance of the cAMP hotspot

A) Immunocytochemistry of a GFP positive RMS neuron showing AC3 subcellular localization
(magenta) in the Arl13B positive primary cilium (gray). Scale bar 1 um

B) Histogram representing the efficacy of the miRAC3 observed by RT gPCR.

C) Live biphotonic imaging of a representative migrating neuron transfected by Epac-S"#7 and
MirAC3. The cAMP hotspot is absent.
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Figure 4: Migration defects after primary cilium ablation and AC3 knock-down

A) Average speed of neurons electroporated with GFP, CRE-GFP or MirAC3-GFP in Kif3aL/L
background. The black line represents the median. (one way anova( Fa 346=7.94, p < 0.001, followed by
Tukey HSD test (* p < 0.05, *** p <0.001), WT: N=3, n=48, CRE: N=3, n=40, MirAC3: N=2, n=48)
B) Percentage of pausing time of neurons electroporated with GFP, CRE-GFP or MirAC3-GFP in
Kif3al/L background. (WT: N=3, n=48, CRE: N=3, n=40, MirAC3: N=2, n=48) (Pearson’s Chi-
squared test X?=40.032, p-value < 0.001)

C) Nuclear translocation frequency of neurons electroporated with GFP, CRE-GFP or MirAC3-GFP in
Kif3aL/L background. The black line represents the median. (One-way Kruskal-Wallis test (Chi square
X?=19.79, p < 0.001, df = 4, followed by Nemenyi test (* p < 0.05, *** p < 0.001), WT: N=3, n=48,
CRE: N=3, n=40, miRNA-AC3: N=2, n=48)

D) Maximal distance between nucleus and centrosome during CK of neurons electroporated with
centrin-RFP and GFP, CRE-GFP or MirAC3-GFP in Kif3aL/L background. The black line represents
the median. (One-way Kruskal-Wallis test (Chi square X?=8.11, p <0.001, df = 3, followed by Nemenyi
test (* p <0.05, ** p <0.01), WT: N=3, n=50, CRE: N=3, n=46, miRNA-AC3: N=2, n=22)

E) Percentage of CK not followed by a NK in neurons electroporated with centrin-RFP and GFP,
CRE-GFP or MirAC3-GFP in Kif3aL/L background. (Pearson’s Chi-squared test X?= 12.23, p-value
=0.002)

F) Average centrosome speed of neurons electroporated with centrin-RFP and GFP, CRE-GFP or
MirAC3-GFP in Kif3aL/L background. The black line represents the median.( one way anova(
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F(3109=918, p = 0.02, followed by Tukey HSD test (* p < 0.05, *** p < 0.001), WT: N=3, n=50, CRE:
N=3, n=46, mMiRNA-AC3: N=2, n=22)
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Figure 5: Role of centrosomal PKA

A) Immunocytochemistry of a GFP positive RMS neuron showing PKAc subcellular localization (grey)
around y-tubulin positive centrosome (magenta). Scale bar 10 pm

B) Immunocytochemistry of a dnPKA-GFP positive RMS neuron showing a delocalisation of PKAc
subcellular localization (grey). y-tubulin labelled the centrosome (magenta). Scale bar 10 pum.

C) Average speed of neurons electroporated with GFP, dnPKA-GFP or dnPKA-GFP plus CRE-
TdTomato in Kif3aL/L background. The black line represents the median. (one way anova( F 346=7.94,
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p < 0.001, followed by Tukey HSD test (* p < 0.05, *** p < 0.001), WT: N=3, n=48, dnPKA: N=3,
n=146, CREdnPKA: N=3, n=86)

D) Percentage of pausing time of neurons electroporated with GFP, dnPKA-GFP or dnPKA-GFP/CRE-
TdTomato in Kif3aL/L background. The black line represents the median.(WT: N=3, n=48, dnPKA:
N=3, n=146, CREdnPKA: N=3, n=86). (Pearson’s Chi-squared test X?= 67.25, p-value < 0.001)

E) Nuclear translocation frequency of neurons electroporated with GFP, dnPKA-GFP or dnPKA-
GFP/CRE-TdTomato in Kif3aL/L background. The black line represents the median. (One-way
Kruskal-Wallis test (Chi square X?=19.79, p < 0.001, df = 4, followed by Nemenyi test (* p < 0.05, ***
p < 0.001), WT: N=3, n=48, dnPKA: N=3, n=146, CREdnPKA: N=3, n=86)

F) Maximal distance between nucleus and centrosome during CK of neurons electroporated with
centrin-RFP and GFP or dnPKA-GFP in Kif3aL/L background. The black line represents the median.
(One-way Kruskal-Wallis test (Chi square X?=8.11, p < 0.001, df = 3, followed by Nemenyi test (** p
< 0.01), WT: N=3, n=50, dnPKA: N=3, n=86)

G) Percentage of CK not followed by a NK in neurons electroporated with centrin-RFP and GFP or
dnPKA-GFP in Kif3aL/L background. (Pearson’s Chi-squared test X?= 6.06, p-value =0.027, WT: N=3,
n=50, dnPKA: N=3, n=86)

H) Average centrosome speed of neurons electroporated with centrin-RFP and GFP or dnPKA-GFP in
Kif3aL/L background. The black line represents the median. (one way anova( F194=918, p = 0.02,
followed by Tukey HSD test (* p < 0.05, *** p < 0.001), WT: N=3, n=50, dnPKA: N=3, n=86).
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Figure 6: The cAMP hotspot is present in different kind of migrating neurons
A) Live biphotonic imaging of a radially migrating neuron in the olfactory bulb transfected by Epac-
SH187 The cAMP hotspot is present during NK.
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B) Live biphotonic imaging of a tangentially migrating neuron in the adult RMS transfected by Epac-

SH187 The cAMP hotspot is present during NK.
C) Live biphotonic imaging of a radially migrating neuron in the embryonic cortex transfected by Epac-

SH187 The cAMP hotspot is present during NK.
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DISCUSSION/CONCLUSION GENERALE

Dans un premier temps, je vais développer quelques points de discussion et quelques
perspectives qui n'ont pas été traités dans l'article précédent. La figure 28 résume

schématiquement I'article.

/

cAMP  cAMP

e CAM P+

AMP
cAMPCAMPE

CTR

Dynamique des microtubules

?
+ Couplage noyau-centrosome

Lis1/Dynéine

Figure 28 : Schéma récapitulant l'article

La production d’AMPc par 1'adénylate cyclase 3 ciliaire et sa diffusion hors du cil permet la
génération d’une zone riche en AMPc autour du centrosome. Cette zone active la PKA
centrosomale qui régule la migration et en particulier le couplage noyau-centrosome.

La version de l'article présente dans la theése est la version que nous comptons pré-
publier dans BioRxiv puis soumettre a divers journaux prochainement. Nous avons
volontairement omis un certain nombre de points dans sa rédaction en attendant le point de
vue des referees.

En particulier, nous ne parlons pas dans l'article de candidats de signalisation ciliaire
upstream de I'AC3. Nos données sur les souris GliBS-GFP (Figure 27) suggerent fortement
que ce n'est pas Shh. Notre candidat favori est, a I'heure actuelle, le Pituitary Adenylate
Cyclase Activating Polypeptide (PACAP). PACAP se lie a son récepteur PACI1 ce qui active
une AC et la PKA (Schou et al., 2015) (Vaudry et al., 1999). PACAP agit de manicre
autocrine/paracrine (Winters and Moore, 2011) ce qui favorise son action a I’échelle locale.

PACAP régule la migration des cellules granulaires du cervelet (Cameron et al., 2009) et la
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migration radiaire des neurones corticaux embryonnaires en lien avec DCX (Toriyama et al.,
2012). De plus, son récepteur est exprimé dans les neurones en migration du CMR (Matsuno
et al,, 2008). Nous envisageons d'analyser localisation subcellulaire de ce récepteur par
immunohistochimie. S'il s'avére qu'il est ciliaire, nous analyserons l'effet de son knock-down
ou de son inactivation pharmacologique sur la migration et sur la présence du hotspot. S'il
s'agit du bon candidat, le phénotype de migration devrait étre similaire aux mutants ciliaires et
autres mutants de 1'étude.

De plus, pour mieux comprendre la cyclicit¢é du hotspot qui est présent pendant la
nucléokingse et absent pendant les pauses (Figure 1 de l'article), nous souhaitons analyser la
dynamique de ' AMPc en méme temps que celle du cil par co-transfection du biosenseur avec
Arl13B-RFP. Nous pensons en effet que la disparition de la zone pendant la pause des
neurones pourrait étre la conséquence d'une disparition provisoire du cil comme décrit dans
Baudoin et al., 2012.

Pour vérifier si le complexe impliqué dans I'action de la PKA sur la migration est le
complexe Dynéin/Lis1/Ndel/Ndell comme nous le suggérons dans la discussion de l'article,
nous envisageons de tester l'effet sur la migration d'une forme de Ndel phospho-mutante i.e.
non phosphorylable par la PKA (Bradshaw et al., 2011). Un plasmide de surexpression nous a
été envoyé par cette équipe et nous comptons analyser son effet sur la migration.

Enfin, I'expérience qui montrerait définitivement qu'il existe un lien de causalité entre
la présence du hotspot et une migration correcte serait d'analyser I'effet de I'activation locale
de la PKA au niveau du centrosome sur la migration de neurones sauvages ou avec ablation
du cil. C'est une expérience extrémement challenging techniquement mais théoriquement
possible. La premiére solution serait de décager localement au niveau du centrosome un
AMPc photo-activable pour en voir l'effet sur la migration (Boccaccio et al., 2011). Une autre
solution serait d'utiliser une PKA photo-activable récemment développée (Leopold et al.,
2018) que nous adresserions au centrosome. Pour simplifier le probléme, nous réaliserions les
expériences sur des neurones migrant en culture et non sur tranches. Il est clair néanmoins que
ce type d'expérience nécessiterait beaucoup d'ajustements techniques et de temps, le probléme

¢tant notamment la résolution temporelle et spatiale de la photoactivation.

Dans la partie 1, mes résultats montrent que l'ablation du cil a une influence sur la
directionnalité des neurones a P10 (Figure 26), augmentant en particulier leur sinuosité. Or,
dans l'article, nous ne présentons pas ces données. Il s'agit d'un choix délibéré. En effet, dans

les doubles mutants dnPKA plus ablation du cil, nous présentons les données qui montrent
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qu'il n'y a pas d'additivit¢ dans les phénotypes de NK (Figure 5 de l'article, condition
CREdnPKA). En revanche, nous avons également analysé la sinuosité et observé qu'il y avait
additivité des effets des deux mutations (non montré¢). Cela tend a suggérer que le cil et la
PKA ne sont pas dans la méme voie de signalisation pour la sinuosité alors qu'ils le sont dans
la régulation de la NK. Une interprétation possible serait qu'il y ait deux voies de régulation
indépendantes de la sinuosité et potentiellement du guidage : une voie ciliaire indépendante de
PKA et une voie extraciliaire dépendante de PKA. La voie ciliaire indépendante de PKA
pourrait par exemple étre Slit qui guide les neurones du CMR (Sawamoto et al., 2006), dont le
récepteur Robo est ciliaire (Higginbotham et al., 2012) et dont la signalisation passe par la
RhoGTPase cdc42 (Wong et al., 2001). La voie extra-ciliaire dépendante de PKA pourrait par
exemple étre la voie Netrinl/DCC qui régule la directionnalit¢é des neurones du CMR
postnatal (Murase and Horwitz, 2002) et dont la voie de signalisation peut activer la PKA

(Ming et al., 1997).

Dans l'article, nous avons vérifié¢ la présence du hotspot dans le CMR a P30 (Figure
6B de l'article). Nous montrons que la disparition du cil dans les mutants ciliaires a P10
entraine la disparition du hotspot d'AMPc. On peut donc supposer que la délétion du cil a P30
entraine la disparition du hotspot également. Etant donné le réle primordial que nous
attribuons au hotspot dans la migration, il est difficile de comprendre que ces mutants n'aient
pas de phénotype de NK apparents (Figure 25). Nous nous interrogeons donc sur I'hypothese
d'une compensation de la mutation au cours du temps. En effet, comme nous introduisons la
Cre dans les cellules progénitrices a P2 et observons la migration a P30, on peut se demander
si ces cellules n'ont pas eu le temps de générer d'autres mutations pour compenser l'absence de
cil. Pour vérifier cela, il faudrait analyser le phénotype de souris infectées par des virus Cre a

une date plus proche de la date d'imaging.
CONCLUSION

Pour conclure généralement, nos données montrent un tout nouveau mécanisme par
lequel le cil primaire pourrait réguler la migration neuronale. L'importance du cil primaire
dans la migration neuronale a ét¢ mise en évidence principalement par les équipes de C.
Me¢étin (Baudoin et al., 2012) et celle d'E. Anton (Guo et al., 2015; Higginbotham et al.,
2012b). Les revues résumant l'importance du cil dans le neurodéveloppement considére de ce
fait que le cil primaire est essentiel a la migration (Guemez-Gamboa et al., 2014; Lepanto et

al., 2016; Veland et al., 2014). Il est alors considéré comme un hub de signalisation en
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particulier en ce qui concerne la signalisation Shh. Cependant, la maniére dont la signalisation
ciliaire pourrait directement affecter la migration neuronale en termes d'événements intra-
cellulaires reste largement obscure. S. Christensen dans une revue s'intéressant au lien du cil
primaire avec la migration neuronale (Veland et al., 2014) dit " The mechanisms by which
cilia-mediated signaling is converted into a migratory response are currently not well
understood". Nous suggérons que la signalisation au niveau du cil primaire a une influence
directe sur le centrosome et 'organisation des microtubules. Le cil primaire n'apparait donc
plus comme une unité de signalisation distincte mais plutét comme directement couplé au
centrosome via la diffusion de I'AMPc jusqu'a celui-ci. L'unité de signalisation serait donc le
le cil associ¢ au centrosome, une hypothese déja évoquée dans la discussion de Baudoin et al.,
2012 par C. Métin qui parle du "primary cilium and the associated centrosome as a signaling
center able to convert extrinsic signal into morphological changes to influence cell
movement". Nos données montrent directement I'influence du cAMP produit au niveau du cil
au niveau du centrosome et régulant sa dynamique et donc celle des microtubules. Les
résultats de notre futur article par contre n'expliquent en rien comment la signalisation ciliaire
pourrait influencer le guidage des neurones ce qui reste totalement mystérieux dans la
littérature. Nos données suggerent plutdét, comme nous l'avons dit plus haut, qu'il existe un
mécanisme de guidage dépendant du cil indépendant de la PKA et un autre indépendant du cil
et dépendant de la PKA.

L'existence de cette unité de signalisation associant cil et centrosome via diffusion de 'AMPc
pourrait €tre testée dans cellules et événements cellulaires impliquant des mouvements du
centrosome associés a un remodelage des microtubules.

Dans un premier temps, nous pourrions analyser la présence du hotspot dans d'autres cellules
cilié¢es migrantes que les neurones. Nous comptons en particulier analyser les fibroblastes
dans le test de cicatrisation comme dans (Albrecht-Buehler, 1977; Schneider et al., 2010).
Nous pourrions également analyser la présence ou non d'un hotspot pendant leur progression
dans le cycle cellulaire et donc en corrélation avec le désassemblage du cil en résultant.

Il serait également passionnant d'observer la dynamique locale de I'AMPc dans les cellules de
glie radiaire. Arl13B est une protéine ciliaire dont la mutation est impliquée dans le syndrome
de Joubert, une ciliopathie (Guo et al., 2015). L'équipe d'E. Anton montre que la délétion
d'Arl13B au stade neuro-épithélial méne a une inversion de la polarité apico-basale des
cellules de glie radiaire (Higginbotham et al., 2013). Il serait donc intéressant d'observer la
dynamique de I'AMPc pendant 1'établissement de la polarité de ces cellules. De plus, les

cellules de glie radiaire présentent une forme d'oscillation cyclique de leur noyau nommeée
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migration nucléaire interkinétique (Figure 29). Cette forme de migration nucléaire implique

des mécanismes de régulation intracellulaires commun avec la migration neuronale parmi

lesquelles l'importance de la dynéine (Bertipaglia et al.,

2018). Il serait donc intéressant

d'analyser la dynamique centrosomale de 'AMPc dans ces cellules ciliées au cours du cycle

pour de voir si elle pourrait étre associée a la migration nucléaire interkinétique qui implique

un mouvement du noyau sans mouvement du centrosome. Il serait également de 1'observer au

cours de la délamination de ces cellules qui implique elle un mouvement conjoint du noyau et

du centrosome.
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Figure 29: Schéma de Ila

migration nucléaire
interkinétique des cellules de
glie radiaire dans le

neurépithélium (Hu et al,
2013).
Le cil n’est pas représenté.
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