médecine/sciences 2014 ; 30 : 991-5

m's

médecine/sciences

>Dans un article fondateur paru en 1977,
G. Albrecht-Buehler décrivait un cil primaire
a la surface de fibroblastes en migration, et
remarquait que le cil est orienté paralléelement
a la direction de migration des cellules. La
présence d’un cil primaire a été notée sur
les progéniteurs neuraux et sur les neurones
postmitotiques depuis longtemps. Cependant,
ce n’est que récemment qu’un cil primaire a
été observé sur les interneurones corticaux
en migration. Comme dans les fibroblastes, le
cil des interneurones contrdle la direction de
la migration. Il joue un role particulierement
important dans la réorientation des
interneurones vers la plaque corticale. Le
morphogéne Shh (Sonic hedgehog), qui
est exprimé dans les voies de migration
des interneurones, est I'un des signaux qui
controlent cette réorientation. <

Les neurones naissent et se multiplient au centre du
cerveau dans le neuroépithélium bordant les ventri-
cules, puis migrent vers les régions périphériques ou ils
s’organisent en noyaux ou en couches. Les propriétés
fonctionnelles des structures ainsi formées dépendent,
non seulement des caractéristiques fonctionnelles des
neurones qui les composent, mais aussi de leur organi-
sation spatiale. Les propriétés migratoires des neurones
influencent directement leur arrangement final. Les ano-
malies de migration qui surviennent pendant le dévelop-
pement du cortex cérébral sont responsables de défauts
fonctionnels graves, comme I’épilepsie et le déficit intel-
lectuel ; ces signes cliniques sont aussi retrouvés dans les
ciliopathies. Le cil primaire que nous avons observé sur
les futurs neurones inhibiteurs du cortex cérébral chez
I’embryon de souris est un acteur important du dévelop-
pement cortical, car il régule la migration et le position-
nement ultérieur de ces neurones dans le cortex [1, 2].

Cet article fait partie du numéro thématique de médecine/sciences intitulé « Cils
primaires et ciliopathies » (m/s n° 11, vol. 30, novembre 2014).
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Les mouvements migratoires dans le cortex cérébral embryonnaire

Le cortex cérébral comprend essentiellement deux populations de neu-
rones : les neurones excitateurs et les interneurones inhibiteurs. Les
neurones excitateurs sont organisés en couches paralléles a la surface
du cortex. Ils sont produits localement et rejoignent la plaque corticale
qui préfigure le cortex adulte (Figure 1A, zone orange) en migrant le long
des cellules de glie radiaire, leurs cellules progénitrices. On sait depuis
une vingtaine d’années que les interneurones inhibiteurs GABA (acide
y-aminobutyrique)-ergiques sont générés en dehors du cortex, dans
la partie ventrale du cerveau antérieur [3] (Figure 1A). lls naissent en
majorité dans I’éminence ganglionnaire médiane (EGM), une structure
qui s’efface chez I'embryon a la fin de la gestation, et dans deux autres
régions identifiées plus récemment [4]. Ces trois régions produisent
différentes classes d’interneurones qui migrent d’abord vers la frontiere
séparant le cerveau ventral et le cortex. Aprés avoir traversé cette fron-
tiére, les neurones se distribuent de part et d’autre de la plague corticale
et s'organisent en deux flux paralléles (Figure 14). Un flux dense occupe
la zone marginale au-dessus de la plaque corticale. Un second flux, assez
large, formé d’une cohorte de cellules migrant individuellement, s’établit
le long de la zone proliférative. Régulierement, des cellules quittent ces
flux tangentiels et prennent une direction oblique ou radiale pour rejoindre
et coloniser la plaque corticale sous laquelle se forme un flux supplé-
mentaire. Les changements de trajectoire affectent a chaque instant un
nombre limité de cellules de la cohorte, a tous les niveaux latéro-médians.
Ces réorientations sont compatibles avec un processus stochastique,
comme avec un mécanisme de sortie des flux tangentiels finement régulé.

Transformations accompagnant la migration
des neurones GABAergiques

Pour se déplacer, les neurones GABAergiques embryonnaires étendent
d PPavant un prolongement explorateur branché [5-7] (Figure 1B).
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Figure 1. Les interneurones corticaux nés dans [’6GM assemblent un cil primaire pendant leur phase de migration. A. Voies de migration des inter-

neurones dans le cortex (fleches violettes). B. Cycle de migration en deux phases des interneurones corticaux. Le schéma représente deux cycles

de migration, R1-T1 et R2-T2 : (1) le centrosome associé a un réseau de microtubules (rouge) migre vers I’avant de la cellule pendant la phase de

repos du noyau (R) ; (2) le noyau migre vers le centrosome (T). C. Un cil primaire souvent court (fleches blanches en CI et noires en €2-3) prolonge

le corps basal (cl) qui est, soit ancré a la membrane plasmique (€2), soit associé a une vésicule ciliaire cytoplasmique (€3). EGM : éminence

ganglionnaire médiane ; PC: plaque corticale ; Str. : striatum ; ZI : zone intermédiaire ; ZV : zone ventriculaire ; c2 dans le panneau C : centriole fils

orienté perpendiculairement au corps basal.

A chaque bifurcation, une branche est sélectionnée pour la progression
des organites cytoplasmiques. Lorientation des branches préfigure la
trajectoire cellulaire, et les changements de direction (notamment vers
la plaque corticale) nécessitent la formation de branches divergentes
par rapport & la direction de migration initiale [5]. Le processus de
formation et d’élongation des branches n’est pas continu, mais corrélé
aux mouvements nucléaires saltatoires [6]. Uarborisation neuritique se
développe pendant la phase de repos du noyau (Figure 1B, R), alors que
les autres organites cytoplasmiques migrent en avant. lls migrent parfois
si loin du noyau qu’un prolongement membranaire tres fin relie le com-
partiment nucléaire resté a 'arriére et le renflement avant qui contient
le centrosome. Puis, le noyau rejoint le centrosome ; c’est la seconde
phase du cycle de migration (Figure 1B, T), souvent bréve et générale-
ment concomitante de la rétraction de I'arriére du corps cellulaire [8].
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Uampleur des déformations subies par le corps cel-
lulaire des neurones GABAergiques migrateurs nous a
conduits a examiner en détail Iorganisation de leurs
microtubules. Nos études en tomographie électronique
ont montré que les neurones GABA renferment un réseau
de microtubules attachés au centrosome et un réseau
de microtubules qui ne sont pas ancrés au centrosome
[1, 91 (Figure 1B). Ces derniers pourraient guider les
mouvements du noyau vers le renflement contenant
le centrosome. Le groupe de Kengaku [10] avait déja
proposé un modele d’organisation des microtubules
comparable dans les neurones en grain du cervelet.
Notre modéle, comme celui de Kengaku, différe signi-
ficativement du modéle classique d’organisation des



microtubules! dans les neurones migrateurs [11]. Il rend compte
d’une propriété inattendue du centrosome, qui est la capacité du cen-
triole pere a s’attacher a la membrane plasmique par un cil primaire
(Figure 1C). Cet ancrage membranaire est plus fréquemment observé
quand le centrosome est localisé loin devant le noyau. Des faisceaux

de microtubules sont alors attachés par des (=) Voir la Synthese

appendices latéraux au centriole pere, devenu un  deA. Benmerah,
corps basal? [12] (=¥).

Lorsque le centrosome est localisé prés du noyau, dans le cytoplasme
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(Figure 1C), une grande vésicule est fréquemment associée au pdle
distal du centriole pére. Elle peut contenir un cil rudimentaire. Cette
derniére configuration rappelle les stades précoces de la ciliogenése
décrits il y a plus de 50 ans par Sorokin [13] dans les fibroblastes et
les cellules musculaires en différenciation. A la lumiére de ces obser-
vations, nous proposons que différents stades de la ciliogenése soient
associés a différentes phases du cycle de migration. D’autres hypo-
theses sont envisageables ; par exemple que certains stades de dif-
férenciation des neurones GABAergiques soient corrélés a des phases
particulieres de la ciliogenese.

Quelle(s) fonction(s) pour le cil primaire des neurones
migrateurs GABAergiques du cortex ?

Le role du cil primaire dans la migration cellulaire a été étudié prin-
cipalement dans des cellules adhérentes [14] (fibroblastes, cellules
de muscle lisse). €n 1977, Albrecht Buehler a décrit pour la premiére
fois, a la surface des fibroblastes en migration, un cil primaire orienté
parallélement & la direction de migration [15]. Dans ces modéles cel-
lulaires, le cil contrdle la direction de la migration. Il semble fonction-
ner comme une antenne sensorielle capable de collecter et de relayer
des signaux extracellulaires vers le centrosome et les microtubules
[16].

Nous avons recherché si le cil est impliqué dans le controle de la
polarité des neurones GABAergiques migrateurs. Pour répondre a cette
question, nous avons invalidé la sous-unité KIF3A de la kinésine 2
qui controle la construction du cil, spécifiquement dans les neurones
GABAergiques issus de I"'EGM. Le défaut le plus évident des neurones
GABAergiques mutants cultivés sur un substrat isotrope (c’est-a-dire
présentant les mémes propriétés sur toute sa surface) de cellules cor-
ticales sauvages dissociées est une stabilisation des prolongements
de migration. Celle-ci semble résulter d’un changement des proprié-
tés dynamiques du cytosquelette de microtubules et de I"adhésion
cellulaire. Dans un environnement structuré et polarisé, tel que le
cortex embryonnaire, les neurones GABAergiques mutants forment des
flux de migration tangentiels beaucoup plus denses que les neurones
sauvages, et colonisent la plaque corticale avec retard (Figure 2A-B).
Leurs prolongements sont en majorité orientés tangentiellement,
et tres peu se réorientent vers la plaque corticale. Uinvalidation

! Selon ce modeéle, tous les microtubules sont attachés au centrosome et les microtubules dirigés vers
I’arriere de la cellule forment une cage autour du noyau.

? Le corps basal est associé & la base du cil primaire et dérive du centriole pere.
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du cil primaire altere donc la capacité des neurones
GABAergiques & réorienter leur trajectoire (branches
neuritiques) pour quitter le flux de migration tangen-
tiel [1]. Ce défaut ressemble a celui des fibroblastes
invalidés pour le cil primaire, qui perdent la capacité de
se réorienter vers une zone dépourvue de cellules et de
la coloniser [16]. Les neurones GABAergiques mutants
pour ARL13b (ADP-ribosylation factor-like 13b), une
GTPase adressée a la membrane ciliaire, présentent,
en plus des défauts de migration décrits ci-dessus, un
fort ralentissement de la migration [2]. Cet effet du cil
sur le contrdle de la dynamique de migration n’est pas
observé dans les mutants que nous avons étudiés, et n’a
pas été décrit dans les fibroblastes. Il est possible que
les fonctions extraciliaires d’ARL13b contribuent égale-
ment aux défauts de migration du mutant.

Contréle de la migration des neurones
GABAergiques par les signaux Shh

Le cil primaire des vertébrés est nécessaire a "activa-
tion de la voie patched-smoothened (Ptc-Smo) par les
signaux Hedgehog, en particulier par Shh (Sonic hedge-
hog) [17], qui est un morphogéne exprimé d’abord dans
le cerveau ventral dont il contrdle (=) Voir la Synthese
de C. Laclef, page 980
de ce numéro

les étapes précoces du dévelop-
pement, puis dans le télencéphale
dorsal [18] (=9).

Shh est exprimé dans les voies de migration tangentielle
du cortex au stade embryonnaire, lorsque les cellules de
I’EGM colonisent le cortex [19] (Figure 2D). Nous avons
donc recherché si la migration des neurones GABA-
ergiques est influencée par Shh, et si I'ablation géné-
tique du cil primaire perturbe la réponse des neurones
GABAergiques a Shh.

L'application de cyclopamine, un inhibiteur de la voie
Ptc-Smo, sur des tranches de cortex (Figure 2C) mime
I'effet de Iablation génétique du cil primaire sur la dis-
tribution corticale des cellules d’€GM (Figure 2B). A P’in-
verse, les agonistes de la voie de signalisation, SAG (Smo
agonist) et Shh, favorisent la dispersion des cellules
d’EGM en dehors de leur voie de migration tangentielle.
Cette réponse est partiellement abolie par I'ablation
génétique du cil primaire. Uactivité du cil pourrait donc
favoriser la colonisation progressive du cortex cérébral
par les neurones GABAergiques. En effet, des signaux
attractifs maintiennent les neurones GABA dans les flux
de migration tangentiels, en particulier la chimiokine
CXCL12 et la neuréguline 1 [4]. Uexposition au signal Shh
pourrait permettre a certains neurones GABAergiques de
quitter la voie de migration tangentielle ol ils sont rete-
nus par ces signaux attractifs (Figure 2€).
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Figure 2. Le cil primaire des interneurones collecte des signaux contrélant la migration. Les interneurones colonisent la plaque corticale (en orange, A)

a partir des flux de migration tangentiels profonds et superficiels. 'ablation génétique du cil primaire (B) et I'inhibition pharmacologique de la voie

de signalisation Sonic hedgehog-patched-smoothened (Shh-Ptc-Smo) (€) maintiennent les interneurones dans les voies tangentielles. Shh, qui est

exprimé au voisinage des interneurones en migration (D), favorise leur réorientation vers la plaque corticale (€). Les signaux collectés par le cil pri-

maire influencent les propriétés migratoires des interneurones corticaux, en particulier "organisation des microtubules et les propriétés d’adhérence

(F). ISV : zone sous-ventriculaire ; ZM : zone médiane.

Lensemble de ces résultats identifient le cil primaire comme un
nouveau site de transduction des signaux impliqués dans le contrdle
de la migration des interneurones GABAergiques (Figure 2F). Toute-
fois, ni les mécanismes subcellulaires qui contrdlent I’organisation
des microtubules et I’adhésion, ni le mécanisme d’action de Shh,
ne sont compris. Ces premieres observations soulévent de nom-
breuses autres questions. Par exemple, nous ne savons pas si tous
les neurones GABAergiques, ou seulement certaines sous-classes,
assemblent un cil primaire. Nous ne savons pas non plus si d’autres
types de neurones migrateurs ont un cil. Des hétérotopies obser-
vées dans le cortex de plusieurs mutants ciliaires [20] suggérent
que le cil pourrait aussi contrdler la migration radiale, méme si un
cil primaire fonctionnel n’a pas encore été décrit sur les neurones
corticaux embryonnaires a migration radiale. Nous proposons que
la ciliogenese soit corrélée au cycle de migration, mais le com-
portement dynamique du cil pendant le cycle de migration reste a
caractériser. La recherche des réponses a ces nombreuses questions
devrait nous conduire a identifier de nouveaux processus cellu-
laires essentiels a la construction du cortex cérébral, et possible-
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ment responsables des anomalies
cognitives associées a certaines
ciliopathies [18, 211 (=¥). ¢

(=») Voir les Syntheses
de C. Laclef et

R. Bachmann-
Gagescu, pages 980

et 1011 de ce numéro

SUMMARY

Cilia and neuronal migrations

In a landmark paper published in 1977, G. Albrecht-
Buehler described a primary cilium on the surface of
migrating fibroblasts, and noticed that cilia are oriented
parallel to the direction of migration of fibroblasts. While
the presence of a primary cilium on neural progenitors and
on post-mitotic neurons was noted long ago, it has been
observed on migrating cortical interneurons only recently.
As in fibroblasts, the cilium of interneurons controls the
directionality of migration. It plays an important role in
the reorientation of cortical interneurons towards the
cortical plate. The morphogen Shh, which is expressed
in the migratory pathway of interneurons, is one of the
signals that control this reorientation. ¢
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