
 
 

 



i 
 

 

Université de Montréal 

 

 

 

Investigation du rôle de Myo9b dans la migration des interneurones GABAergiques corticaux 

 

 

 

 

par Lydia Marcoux 

 

 

 

Département de biochimie et médecine moléculaire, Faculté de médecine 

 

 

 

Mémoire présenté en vue de l’obtention du grade de maîtrise en  

Biochimie, option génétique moléculaire 

 

 

 

Janvier 2016 

 

 

 

©, Lydia Marcoux, 2016 



ii 
 

 

Résumé  
 

 

Les encéphalopathies épileptogènes sont des maladies graves de l’enfance associant une 

épilepsie, souvent  réfractaire, et un retard de développement. Les mécanismes sous-tendant ces 

maladies sont peu connus. Cependant, nous postulons que ces épilepsies puissent être causées 

par une dysfonction du réseau inhibiteur. En effet, des défauts de migration ou de maturation 

des interneurones GABAergiques (INs) corticaux induisent l’épilepsie, tant chez l’humain que 

chez la souris. Dans le but d’étudier les causes génétiques des encéphalopathies épileptogènes 

sporadiques inexpliquées, le laboratoire de la Dre Rossignol a procédé au séquençage d’exome 

entier d’une cohorte d’enfants atteints. Cela a permis d’identifier, chez un patient, une nouvelle 

mutation de novo, possiblement pathogène, dans le gène MYO9b. MYO9b est impliqué dans la 

migration de cellules immunitaires et cancéreuses et est exprimée durant le développement 

cérébral. Nous émettons l’hypothèse voulant que MYO9b puisse être importante pour la 

migration des INs corticaux. Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent que Myo9b 

est exprimé dès le stade embryonnaire par les progéniteurs des INs corticaux et que son 

expression se restreint aux INs dans le cortex mature.  De plus, nous démontrons que la 

répression ex vivo de Myo9b sélectivement dans les INs au sein de tranches corticales 

organotypiques embryonnaires mène à des défauts morphologiques majeurs de ces cellules en 

migration. En effet, ces cellules présentent une morphologie multipolaire et des neurites 

rostraux plus longs et plus complexes. Ces changements morphologiques pourraient avoir un 

impact majeur sur la migration des INs et ainsi perturber le développement des réseaux 

inhibiteurs.  

 

Mots clés : Myo9b, Myosine IXb, migration tangentielle, interneurones GABAergiques, 

épilepsie, encéphalopathie épileptogène, cytosquelette, actine, tubuline. 
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Abstract 
 

Epileptic encephalopathies are early-onset diseases characterized by refractory epilepsy with 

developmental delay. To identify the underlying genetic cause of these disorders, Dr 

Rossignol’s laboratory has performed whole-exome sequencing in children with sporadic 

epileptic encephalopathies. They have identified a novel de novo mutation in the MYO9B gene 

in one patient. Myo9b is known to regulate cell migration in the immune system and in cancer 

cells. It is expressed in the developing rodent brain, but its roles during brain development are 

largely unknown. Recent evidence suggests that epilepsy can be caused by an imbalance 

between inhibition and excitation in cortical circuits. Indeed, defects in the development or the 

functions of cortical GABAergic interneurons (INs) have been associated with epilepsy in 

human and in mouse models. Therefore, we postulated that Myo9b might play a role in the 

development of INs. In this thesis, I show that Myo9b is expressed in INs from early embryonic 

ages to post-natal ages. Furthermore, I demonstrate that the ex vivo downregulation of Myo9b 

in INs in cortical embryonic organotypic cultures causes morphological defects in migrating 

INs, including aberrant polarization of these cells. These morphological changes might result 

in aberrant IN migration, which would be expected to perturb the cortical inhibitory-excitatory 

ratio. 

 

Keywords: Myo9b, Myosine IXb, tangential migration, GABAergic interneurons, epileptic 

encephalopathy, epilepsy, cytoskeleton, actin, tubulin.  
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Introduction 
 

Les encéphalopathies épileptogènes sont des maladies graves de l’enfance caractérisées par une 

épilepsie précoce accompagnée d’une déficience intellectuelle et/ou d’un retard du 

développement (1). Dans la plupart des cas, ces épilepsies sont réfractaires, c’est-à-dire qu’elles 

répondent peu ou pas du tout aux composés pharmacologiques. Les crises incontrôlées 

entrainent parfois une détérioration cognitive supplémentaire.  

Les encéphalopathies épileptogènes regroupent plusieurs syndromes épileptiques qui se 

différencient par la combinaison spécifique de types de crises d’épilepsie (c.-à-d. absences, 

myoclonies, crises généralisées tonico-cloniques, spasmes axiaux, crises toniques, crises 

focales, etc.), la signature électroencéphalographique, l’âge d’apparition et les comorbidités 

(exemple : ataxie). Ces syndromes incluent, entre autres, le syndrome de West, aussi appelé 

spasmes infantiles, le syndrome d’Ohtahara, l’épilepsie focale migratoire du nourrisson, le 

syndrome de Dravet, le syndrome de Lennox-Gastaut, le syndrome de Landau-Kleffner, 

l’encéphalopathie épileptique avec pointes-ondes continues du sommeil et l’épilepsie à crises 

myoclono-atoniques (2). Ces encéphalopathies peuvent être le résultat d’une lésion, par 

exemple d’une malformation corticale, ou des séquelles d’une infection prénatale, d’une 

hypoxie-ischémie néonatale ou d’une maladie métabolique. Cependant, dans environ 40%  des 

cas, l’étiologie est inconnue; l’imagerie par résonnance magnétique est normale, de même que 

les bilans infectieux et métaboliques. Ces cas inexpliqués sont souvent dus à une cause 

génétique. Ainsi, près de 15% des patients avec encéphalopathies épileptogènes inexpliqués 

sont porteurs de remaniements chromosomiques (3-5). De plus, une proportion significative de 

patients avec encéphalopathie épileptogène inexpliquée est porteuse de mutations de novo dans 

des gènes importants pour le développement ou la fonction du cerveau (3, 6). 

L’investigation génétique de patient avec encéphalopathie épileptogène nous permet d’élargir 

nos connaissances sur les causes de ces maladies, de raffiner le diagnostic et d’optimiser les 

traitements offerts. En effet, l’arrivée du séquençage à haut débit permet maintenant de recenser 

de plus en plus de mutation de novo dans de nouveaux gènes candidats, nous informant parfois 

sur les mécanismes impliqués dans l’épilepsie. De plus, l’identification de mutations dans des 
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gènes associés de façon récurrente aux encéphalopathies épileptogènes permet une meilleure 

classification des syndromes épileptiques et révèle parfois de nouveaux syndromes épileptiques 

associés à un nouveau gène (ex : épilepsie migratoire du nourrisson et mutations de novo du 

gène KNCT1 (7)). Enfin, l’investigation génétique de patients avec encéphalopathie 

épileptogène permet un meilleur suivi des patients porteurs de mutations dans des gènes connus 

d’épilepsie. En effet, ceci facilite la prédiction du pronostic, permet un conseil génétique 

familial quant au risque de récidive et oriente parfois les traitements. Cependant, chez plusieurs 

patients, les mécanismes par lesquels des mutations de gènes candidats causent l’épilepsie 

demeurent incertains. Une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents à ces 

encéphalopathies épileptogènes par le biais d’études de validation fonctionnelle ou de 

modélisation animale pourra nous amener à développer des thérapies mieux adaptées pour ces 

patients (2).  

Afin d’étudier les causes génétiques des encéphalopathies épileptogènes sporadiques 

inexpliquées, le laboratoire de la Dre Rossignol a récemment procédé au séquençage d’exome 

de 18 trios familiaux (1 probant, 2 parents) d’enfants présentant un syndrome de West (spasmes 

infantiles), sans malformation cérébrale ni maladie métabolique (3). Par cette approche, 

plusieurs mutations de novo dans de nouveaux gènes candidats (non associés précédemment à 

l’épilepsie) ont pu être identifiées. De façon intéressante, en regroupant ces gènes selon leurs 

fonctions répertoriées par UNIPROT (www.uniprot.org), il a été possible de voir un 

enrichissement de gènes exprimés durant le développement du système nerveux central (SNC). 

De plus, 45% des gènes identifiés ont des fonctions prédites au niveau de la migration cellulaire 

et pourraient être impliqués dans la migration neuronale (3).  Puisque les patients de cette 

cohorte ne présentent aucune malformation corticale, suggérant une migration intacte des 

cellules pyramidales (neurones excitateurs), nous avons émis l’hypothèse que ces mutations 

puissent affecter de façon préférentielle la migration d’une population neuronale minoritaire, 

tels les interneurones GABAergiques (INs). En effet, des défauts de migration des INs corticaux 

passent inaperçus lors des imageries de type IRM n’ayant pas de résolution cellulaire. De plus, 

des défauts dans la migration, la maturation ou la fonction des INs ont été impliqués dans 

différents troubles neuro-développementaux comme l’épilepsie et la schizophrénie, tant chez la 

souris que chez l’humain (voir revue (8, 9)). Pour toutes ces raisons, nous postulons que 
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certaines des mutations de novo identifiées altèrent le développement des INs. Parmi les gènes 

candidats identifiés dans cette cohorte, j’ai sélectionné le gène MYO9b, codant pour une 

myosine non-musculaire interagissant avec le cytosquelette d’actine, afin d’étudier son rôle 

dans le développement des INs. Je démontre qu’une perte de fonction de ce gène altère de façon 

significative la morphologie des INs en développement, et pourrait avoir un impact significatif 

sur la dynamique de la migration tangentielle des INs, tel que détaillé dans ce mémoire. 

 

1- Survol du développement du système nerveux central 

Le développement du SNC peut être divisé en 5 étapes, soit la neurulation, la prolifération, la 

migration, la différenciation cellulaire et la synaptogenèse (10). Juste avant la neurulation, 

l’embryon est formé de trois couches de tissu superposées en forme de disque. On retrouve  sur 

la face interne de l’embryon, l’endoderme qui formera les poumons, le foie et les viscères. On 

retrouve sur la face externe de l’embryon, l’ectoderme, qui formera le système nerveux ainsi 

que l’épiderme. Enfin, entre ces deux tissus, on retrouve le mésoderme qui formera les os ainsi 

que les muscles (11).  

La neurulation commence par un changement de certaines cellules de l’ectoderme pour former 

un nouveau tissu, le neurectoderme. Le changement de forme de ces cellules est le résultat de 

la différenciation des cellules de l’ectoderme en cellules du neurectoderme. On retrouve au 

niveau du mésoderme une structure nommée notochorde (Figure 1). Cette structure située sur 

la ligne médiane de l’embryon est formée d’une couche interne et d’un épithélium externe. La 

couche interne est composée de cellules remplies de vacuoles, tandis que l’épithélium externe 

est formé de cellules sécrétant une substance épaisse produisant une matrice extracellulaire. La 

notochorde sécrète des facteurs de croissance qui permettent la différenciation des cellules 

avoisinantes (11). Un des facteurs de croissance, Sonic Hedgedog (Shh), est sécrété dans la 

région apicale de la notochorde. Ce facteur se lie au récepteur PTCH1 et permet l’initiation de 

voies de signalisation importantes pour la différenciation cellulaire (12). De plus, les protéines 

BMP4 et FGF sont aussi essentielles à la différenciation cellulaire.  Cette différenciation est 

induite par l’expression de plusieurs molécules comme Sox2, Tbx6 et Zfp521 qui permettent le 
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développement d’une lignée de cellules neuronales et SIP1, qui active plusieurs voies de 

signalisation essentielles pour la formation du tube neural (13). 

 

Figure 1 : Schématisation de la neurulation. Ce schéma présente la formation de la plaque 

neurale induite par la notochorde, puis la formation des replis neuraux qui fusionnent pour 

former le tube neural. Figure tirée de (14) 

La formation de la plaque neurale est un processus complexe comprenant plusieurs étapes 

permettant le rétrécissement médio-latéral et l’extension rostro-caudale du tube neural suivant 

l’axe de l’embryon (12). Ce rétrécissement, aussi appelé extension convergente, est le résultat 

de l’activation du processus de polarité cellulaire planaire (PCP), soit la signalisation requise 

pour coordonner la polarisation des cellules dans le plan tissulaire (15). Cette polarisation passe 

par la voie non-canonique de Wnt. Dans cette voie, le récepteur Frizzled associé à la protéine 

Dvl vient activer RhoA/ROCK et entraine l’activation de la myosine II. En même temps, il y a 

recrutement du complexe Vangl2/Prickle au niveau des jonctions cellulaires, permettant 

l’activation de la voie PCP dans la cellule avoisinante (15). L’activation de cette voie permet 

une migration collective et une bonne organisation des cellules, une division orientée des 

cellules ainsi que l’extension convergente et la constriction apicale (15). L’activation de toutes 

ces protéines permet le changement de forme des cellules du neurectoderme, passant de rondes 

à allongées (14). Ce changement est aussi facilité par une baisse d’expression de molécules 

d’adhésion, permettant de séparer les cellules du neurectoderme des cellules de l’ectoderme. 

Cette baisse de transcription est induite par l’expression des facteurs de transcription Slug et 
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Snail (16).  La différenciation des cellules du neurectoderme produit une surélévation linéaire 

du tissu en forme de ligne au milieu du disque, créant ainsi la plaque neurale (Figure 1).  

Il y a ensuite la formation de replis neuraux causés par l’expansion de l’épiderme de chaque 

côté de la plaque neurale (Figure 1). Cette expansion crée une pression sur la plaque neurale 

qui résulte en l’élévation de l’ectoderme de part et d’autre de celle-ci. L’expression du facteur 

Shh par la notochorde et de la BMP4 par le toit de la plaque neurale induit la différenciation 

des cellules de la gouttière neurale (16). Ces cellules seront capables de sécréter Shh et BMP4 

afin de différencier les cellules avoisinantes.  Les replis neuraux fusionnent progressivement à 

la face dorsale, entrainant la formation du tube neural (Figure 1). Cette fusion se produit selon 

un gradient postéro-antérieur au niveau de ce qui deviendra l’encéphale, et selon un gradient 

antéro-postérieur, au niveau de la moelle épinière (10).  

À la suite de la fusion des replis neuraux, il y a une étape de prolifération cellulaire. Les cellules 

progénitrices vont tout d’abord se diviser de façon symétrique, donnant naissance à deux 

cellules progénitrices, puis vont se diviser de façon asymétrique pour donner naissance à un 

neuroblaste et à une cellule progénitrice. Le cycle de prolifération se termine par le retour à la 

division symétrique pour donner naissance cette fois à deux neuroblastes. Une fois produits, les 

neuroblastes vont migrer vers leur emplacement  spécifique dans l’encéphale. Cette migration 

diffère selon le type cellulaire et est fortement régulée, tant de façon intracellulaire par 

l’expression de plusieurs protéines, que de façon extracellulaire par des chimiokines qui vont 

diriger cette migration. Nous reviendrons plus bas sur les facteurs régulant la migration des INs 

corticaux. Une fois la destination atteinte, les cellules vont se différencier en sous-types 

neuronaux spécifiques. Cette différenciation est prédéterminée génétiquement avant le début 

de la migration et est essentielle pour que les cellules acquièrent leurs propriétés fonctionnelles 

matures (10).  

Enfin, le développement du SNC se termine avec la synaptogenèse. C’est dans cette étape que 

les neurones vont former différentes connexions neuronales. La synaptogenèse commence dans 

le développement postnatal (10). La synaptogenèse permet l’élaboration de circuits corticaux 

et l’organisation de la communication entre les différentes structures cérébrales soutenant les 

fonctions cérébrales matures. 
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2- Origines et diversité des interneurones GABAergiques corticaux  

La section précédente énonce les grands principes du développement cérébral. Cependant, le 

cerveau est composé d’une grande diversité de types cellulaires et certaines voies signalétiques 

sont spécifiques à certains types neuronaux. Ainsi, au niveau cortical, on retrouve des neurones 

excitateurs, aussi appelés cellules pyramidales, qui relâchent du glutamate et des neurones 

inhibiteurs, dits interneurones GABAergiques (INs), qui relâchent de l’acide γ-aminobutirique 

(GABA) (17). Ces deux classes de neurones coexistent et forment un équilibre fragile qui, 

lorsqu’il est perturbé, mène à des troubles neuropsychiatriques, tels la schizophrénie ou à des 

désordres neurologiques graves, telles les encéphalopathies épileptogènes (8, 18) . D’autres 

types neuronaux sécrétant la sérotonine, la dopamine ou l’acétylcholine jouent un rôle de 

neuromodulateurs en modulant l’excitabilité ou la transmission synaptique des neurones 

pyramidaux et des INs. Les INs sont peu abondants dans le cortex, représentant environ 20-

30% des neurones corticaux. De ce fait, un défaut de migration des INs pourrait passer inaperçu  

en IRM, mais ceci altèrerait l’équilibre entre excitation et inhibition et pourrait mener à des 

maladies neurologiques graves, incluant l’épilepsie (17). 

Il existe des différences majeures entre les cellules pyramidales et les INs dès l’âge 

embryonnaire. De fait, les cellules pyramidales sont produites par les neuroblastes du toit du 

ventricule, ou pallium, et vont coloniser les différentes couches du cortex par un processus de 

migration radiale. Cependant,  les neuroblastes donnant naissance aux INs proviennent du 

subpallium, c’est-à-dire du plancher ventriculaire. Le subpallium peut être divisé en 5 grandes 

zones de prolifération : l’éminence ganglionnaire caudale (CGE), l’éminence ganglionnaire 

médiane (MGE), l’éminence ganglionnaire latérale (LGE), l’aire préoptique (POa) et l’ébauche 

septale. Les neurones migrent de ces zones de prolifération vers les différentes structures 

cérébrales.  

Les INs sont hétérogènes et peuvent être divisés selon leurs caractéristiques biochimiques, leurs 

caractéristiques physiologiques et leur connectivité, ce qui leur confère des rôles distincts au 

sein des circuits corticaux (8, 17, 19-23). Une part de cette hétérogénéité fonctionnelle est 

attribuable à une spécification précoce des INs provenant de régions progénitrices différentes, 

soumis à des programmes moléculaires spécifiques et exposés à des gradients de morphogènes 
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différents (8, 17). Ainsi, au niveau du cortex, environ 60% des INs proviennent de la MGE et 

incluent les neurones exprimant la parvalbumine (PV) et ceux exprimant la somatostatine 

(SST). La CGE contribue environ 30% des interneurones corticaux, incluant les INs exprimant 

le peptide vasoactif intestinal (VIP), la calrétinine (CR) ou la reeline. La POa contribue environ 

10% des INs corticaux, incluant les neurones exprimant le neuropeptide Y (17, 23) (Figure 2).  
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Figure 2 : Diversité des interneurones GABAergiques corticaux.  Les interneurones en 

panier exprimant la parvalbumine (PVb, rouge) ciblent le corps cellulaire des cellules 

pyramidales (bleu). Les cellules en chandelier, exprimant aussi la PV (PVc, rouge), ciblent le 

segment initial de l’axone. Les interneurones exprimant la somatostatine (SST, mauve) ciblent 

les dendrites distales des cellules pyramidales. Les interneurones bipolaires, exprimant la 

calrétinine et le peptide vasoactif intestinal (VIP/CR, jaune) ciblent d’autres INs. Les cellules 

névrogliaformes (vert) expriment la Reeline et relâchent des nuages de GABA extra-synaptique. 

Figure originale.  
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La spécification des INs est dictée par l’expression successive de plusieurs facteurs de 

transcription. Le facteur de transcription Dlx5/6 est un des facteurs de transcription essentiels à 

la production, la spécification et la migration de tous les INs et est exprimé de façon assez 

précoce dans le développement neuronal, vers E11,0 dans la zone sous-ventriculaire de la MGE 

et de la LGE chez la souris (24-28). Ainsi, les souris Dlx5/6-/- ont un nombre réduit d’INs tant 

au niveau cortical qu’au niveau des bulbes olfactifs et présentent une épilepsie précoce, 

confirmant l’importance des INs dans la régulation de l’excitabilité corticale (29, 30). De plus, 

chaque région progénitrice exprime des facteurs de transcription spécifiques permettant la 

génération de sous-types d’INs, tels que détaillés ci-dessous. 

 

a. MGE : 

 Les interneurones corticaux proviennent principalement de la MGE. Ils peuvent être divisés en 

2 grandes catégories, soit les INs exprimant la parvalbumine (PV) et les INs exprimant la 

somatostatine (SST) (31) (Figure 2).  Au niveau du cortex, les INs n’expriment que l’un ou 

l’autre de ces marqueurs. 

Les INs provenant de la MGE expriment le facteur de transcription Nkx2.1 vers E12,5. 

L’ablation de Nkx2.1 cause une mauvaise spécification des INs de la MGE en sous-types 

typiques de la CGE. Ainsi, chez les souris Olig2Cre-ER;Nkx2.1loxP/-, il y a une nette diminution 

du nombre de cellules corticales marquées par la PV ou la SST et un gain de cellules exprimant 

la VIP ou la CR (32). L’activation du facteur de transcription Nkx2.1 permet la transcription 

d’autres facteurs de transcription de façon séquentielle, soit Lhx6, puis Sox6. Lhx6 est exprimé 

de façon soutenue par les INs de la MGE dès leur sortie de la zone sous-ventriculaire. Ce facteur 

de transcription est important pour la régulation de la transcription de plusieurs gènes, tels 

ErbB4, Cxcr4, Cxcr7, Arx et Npas1 (33, 34). La perte de fonction de Lhx6 cause une 

perturbation de la migration des INs provenant de la MGE (35, 36). Comme de fait, la perte 

d’expression de Lhx6 mène à une migration des INs principalement dans la zone intermédiaire 

et dans la zone sous-ventriculaire de la plaque corticale, résultant en une nette diminution du 

nombre et en un positionnement aberrant des INs exprimant la PV ou la SST qui s’agglutinent 

dans les couches superficielles (I-II) ou profondes (VI) (34). Enfin, Sox6 est aussi important 



10 
 

pour la migration des cellules PV. Une perte de fonction de Sox6 cause un phénotype semblable 

à la perte de fonction de Lhx6, soit une spécification correcte des INs provenant de la MGE, 

mais une migration et une maturation anormale des cellules PV (37).  

Les sous-types d’INs issus du MGE ont des propriétés et des fonctions distinctes et incluent : 

Cellules PV : Les cellules PV sont les cellules inhibitrices les plus abondantes du cortex. 

Elles représentent environ 40% des INs corticaux. Il existe deux types de cellules PV, soit 

les cellules en panier et les cellules en chandelier qui peuvent être encore divisées selon leur 

morphologie et leurs caractéristiques de relâche synaptique (8, 23, 31, 38). Une source 

importante d’inhibition du cortex provient des cellules en paniers. Ces cellules ciblent les 

dendrites proximales ainsi que le soma des cellules pyramidales. Elles ont un patron de 

décharge rapide causé par l’expression du canal potassique Kv3.1 qui permet la 

repolarisation rapide de la cellule (8, 23, 39-41). Les INs PV en panier génèrent une 

inhibition anticipée (« feed-forward ») des circuits corticaux, créant ainsi des fenêtres 

temporelles restreintes durant lesquelles les cellules pyramidales peuvent être excitées, soit 

par les afférences thalamiques, soit par les projections intra-corticales. En plus d’être 

importantes pour la balance inhibition/excitation, ces cellules sont essentielles au maintien 

de certains rythmes corticaux, telles les oscillations gamma. Ces oscillations sont 

importantes pour soutenir les processus attentionnels et la mémoire (8, 23, 42-44).  

De leur côté, les cellules en chandelier exprimant la PV ciblent le segment initial de l’axone 

des cellules pyramidales (Figure 2). Une hypothèse intéressante mentionne que ces cellules 

à relâche rapide pourraient à la fois causer la dépolarisation des cellules pyramidales et leur 

hyperpolarisation (45, 46). Ces cellules sont encore peu connues. Cependant, tout comme 

les cellules en paniers, il a été émis qu’elles pourraient être l’interrupteur du circuit cortical. 

En effet, entre 35 et 50% des cellules pyramidales du cortex somatosensitif de la souris sont 

ciblées par les cellules en chandelier (8, 23, 47-49).  

Cellules SST : Environ 30% des INs corticaux expriment la SST (17). Ces cellules sont 

majoritairement des cellules de Martinotti. Ce type de cellules cible les dendrites des 

cellules pyramidales en projetant leurs axones vers la première couche du cortex (Figure 2). 

Leur corps cellulaire se retrouve principalement dans la couche V, mais peut aussi être 
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présent dans les couches II à IV (50, 51). Une fois activée, ces cellules ont souvent une 

décharge initiale phasique (« burst »), suivie d’un patron de décharge adaptatif (51). Au 

niveau du cortex, il existe d’autres types de cellules SST dites non-Martinotti, telles les 

cellules X94. Ces cellules ont des seuils et des taux de décharge généralement plus élevés 

que les cellules de Martinotti et diffèrent de celles-ci par leur morphologie et leur 

localisation (52). 

 

b. CGE : 

Environ 30% des INs corticaux proviennent de la CGE. Ces cellules expriment le marqueur 

5Ht3aR, un récepteur membranaire sérotoninergique unique aux INs de la CGE (53). La CGE 

donne naissance à plusieurs sous-classes d’INs. On retrouve les cellules nevrogliaformes (Ngf), 

exprimant la reeline, les cellules bipolaires, exprimant la CR et le peptide vasointestinal (VIP), 

et les cellules multipolaires, exprimant le NPY et la reeline (8, 17, 54). La majorité des INs 

corticaux provenant de la CGE exprime le VIP (environ 40%) et colonise les couches II et III 

du cortex (8, 55). Ces cellules font des synapses sur le soma et les dendrites des cellules 

pyramidales, ainsi que sur certains INs des couches profondes du cortex, incluant les INs à PV 

ou à SST (Figure 2). Ces INs VIP sont donc uniques puisqu’ils causent une inhibition des 

cellules inhibitrices, soit une désinhibition corticale, critique aux processus corticaux (56-58).  

De façon différente, les cellules nevrogliaformes relâchent des nuages de GABA qui ciblent à 

la fois les cellules pyramidales et les INs (59).  La différenciation des INs provenant de la CGE 

est régulée par les facteurs de transcription Couptf2  (60) et Prox1 (61). 

 

c. POa :  

Finalement, une faible quantité des interneurones corticaux provient de la POa. Ces INs 

expriment aussi le facteur de transcription Nkx2.1, mais cette expression ne mène pas à 

l’expression du facteur de transcription Lhx6 (17). La POa produit des cellules multipolaires 

NPY. Ces INs ont un patron de décharge rapide avec adaptation. On retrouve aussi des cellules 

de Martinotti qui expriment la SST et des cellules PV en paniers. On reconnait les INs de la 
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POa par l’expression de récepteurs membranaires différents, tel le récepteur à sérotonine 5HT3a 

qui est absent chez les INs de la MGE (17). Ces INs sont encore peu connus et il reste beaucoup 

à apprendre sur leurs fonctions et leurs mécanismes de migration.  

 

3- Migration des INs corticaux 

Les INs corticaux migrent de façon tangentielle, c’est-à-dire parallèlement à la surface du 

ventricule, pour atteindre la plaque corticale. Puis, ils utilisent la migration radiale, 

perpendiculaire à la surface du ventricule, pour coloniser la plaque corticale. Ce motif de 

migration diffère de celui des cellules pyramidales, qui migrent uniquement de façon radiale, 

c’est-à-dire de façon perpendiculaire à la surface du ventricule, en s’attachant à la fibre gliale 

radiale (17, 62).  

La migration tangentielle se fait en plusieurs étapes qui seront décrites ci-dessous (Figure 3). 

 

a. Activation de la migration.  

L’activation de la migration est la première étape de la migration des INs. Les neuroblastes 

formés à la suite de la division mitotique des cellules progénitrices devront être activés pour 

pouvoir se déplacer dans l’encéphale. L’activation est l’étape qui mène à la polarisation de la 

cellule, c’est-à-dire à la formation d’un gradient postéro-antérieur de molécules dans le cytosol 

de la cellule et à la répartition non uniforme de récepteurs à la surface membranaire. Cela va 

permettre à la cellule de répondre de façon asymétrique aux signaux extracellulaires (63-65). 

Ainsi, une fois polarisée, la cellule sera capable de sentir et de suivre les gradients de molécules 

chimioattractives.   

L’activation des INs requiert à la fois l’expression de récepteurs à la membrane cellulaire et 

l’expression de molécules dans l’environnement. De façon précoce, les INs  expriment les 

récepteurs Robo et éphrine A5 (Efr) uniformément à la surface membranaire. La liaison des 

facteurs chimiorépulsifs Slit et Efna5, présents dans le MGE, à leurs récepteurs respectifs Robo 

et Eph-A5 cause la polarisation des INs (17, 66, 67).  
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D’autres facteurs favorisent aussi la migration des INs. Plusieurs facteurs de croissance sont 

des facteurs motogènes importants pour l’activation de la migration tangentielle. Un de ces 

facteurs présents dans les zones de prolifération est l’hepatocyte growth factor/scatter factor 

(facteur de croissance des hépatocytes/facteur de dispersion) (HGF/SF). Ce facteur, liant le 

récepteur MET, augmente la motilité de plusieurs types de cellules dont les INs. Les souris 

incapables d’activer ce facteur présentent un nombre réduit d’INs dans le cortex préfrontal. De 

plus, un excès de ce facteur pourrait  aussi perturber la migration des INs et son niveau doit 

donc être régulé étroitement (68, 69).  

Le Glial cell line-derived neurotrophic factor (facteur de croissance dérivé d’une lignée de 

cellules gliales) (GDNF) est un agent chimioattractif important pour la migration des INs par 

sa liaison à son récepteur GRFα1 exprimé sur les INs en migration (70-72). L’activation du 

récepteur GRFα1 stimulerait la croissance de neurites, nécessaire à la migration des 

interneurones (72). Les souris mutantes pour le récepteur GRFα1 ont une diminution du nombre 

d’INs corticaux.  Ces souris, en plus de présenter une sensibilité plus élevée aux crises 

épileptiques, ont un déficit d’interaction sociale (72).  

Un des facteurs de croissance les plus étudiés dans la migration des INs est le brain-derived  

neurotrofic factor (facteur neurotrophique dérivé du cerveau) (BDNF). Ce facteur fait partie de 

la famille des neurotrophines et se lie au récepteur à tyrosine kinase TrkB exprimé par les INs. 

Les souris déficientes en TrkB ont une diminution du nombre d’INs corticaux (73). Cependant, 

cette diminution pourrait être causée par une diminution de l’expression de marqueurs tels la 

calbindine par les INs autant que par une mauvaise migration de INs (74). Le BDNF est 

important pour l’expression de la reeline par les cellules de Cajal-Retzius. L’expression de la 

reeline permet la bonne distribution des cellules Cajal-Retzius et permet la migration des INs 

dans la zone marginale du cortex (75). De plus, le BDNF serait présent en quantité constante 

tout au long du trajet de migration des INs, en particulier dans la zone sous-ventriculaire et dans 

les bulbes olfactifs. BDNF facilite la  migration des INs par sa liaison au récepteur TrkB qui 

active le cAMP response element-binding protein (CREB) et induit l'activation de la voie PI3K 

et MAPK, produisant les changements morphologiques cellulaires requis pour la réponse des 

INs au gradient de chimiokines du milieu extracellulaire (76, 77). 
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De plus, très tôt dans le développement, les neuroblastes expriment les récepteurs GABAA et 

AMPA/NMDA. De façon intéressante, à cette étape du développement, la liaison du GABA au 

récepteur GABAA et la liaison du glutamate au récepteur AMPA/NMDA causent la 

dépolarisation de la membrane plasmique, qui induit l’ouverture des canaux calciques voltage-

sensibles (VSCC) et ainsi, l’entrée de calcium dans la cellule (78). L’augmentation de calcium 

intracellulaire stimule la motilité des INs (79). Ces neurotransmetteurs sont donc essentiels à 

l’activation de la migration. 

 

Figure 3. Schématisation de la migration des interneurones corticaux. La migration des 

interneurones GABAergiques corticaux (INs) est un processus qui implique une grande quantité 

de molécules, tel que décrit dans le texte. MGE : éminence ganglionnaire médiane, LGE : 

éminence ganglionnaire latérale, St : striatum, Ncx : plaque corticale, MZ : zone marginale, CP : 

plaque corticale, SP : sous-plaque, IZ : zone intermédiaire, SVZ : zone sous-ventriculaire, VZ : 

zone ventriculaire. Figure originale.  
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b. Migration vers la plaque corticale 

Une fois la migration activée, les INs commencent leur migration jusqu’à la plaque corticale en 

suivant une route parallèle à la surface du ventricule. Cette migration est guidée par un gradient 

de molécules chimioattratives comme le BDNF et de molécules chimirépulsives telles les Slit 

et les Eph (17, 66, 67). Durant cette migration, les INs évitent systématiquement le striatum et 

le POa. Le striatum exprime les chimiokines répulsives sémaphorines 3A et 3F. Ces molécules 

se lient aux récepteurs plexine (PLXR) ou aux récepteurs neuropiline (NRP) présents à la 

surface des INs. Un défaut dans la cascade de signalisation induite par la liaison de ces 

sémaphorines aux PLXR attire les INs dans le striatum, ce qui entraine une mauvaise migration 

des INs en prévenant leur migration vers la plaque corticale (80). De plus, l’expression des 

sémaphorines est restreinte au striatum par la présence de protéoglycanes à condroïtine sulfate 

qui lient la sémaphorine 3A, empêchant sa diffusion hors du striatum (81). Cette liaison 

augmente l’effet répulsif de la sémaphorine 3A, empêchant ainsi l’entrée des INs dans le 

striatum (81). L’expression du récepteur Robo à la surface des INs pourrait aussi jouer un rôle 

dans l’évitement du striatum. Cependant, le mécanisme n’impliquerait pas les Slit (82, 83). Les 

mécanismes permettant aux INs d’éviter la POa sont encore inconnus à ce jour.  

La neureguline-1 (Nrg1) est une autre chimiokine qui permet de guider les INs jusqu’au 

néocortex. Cette chimiokine lie le récepteur ErbB4 présent à la surface membranaire des INs, 

ce qui aide les INs à migrer au travers de la LGE (84). En plus de permettre aux INs de suivre 

la bonne route migratoire, Nrg1 permet l’extension du neurite rostral par l’activation de la voie 

ROCK et promeut la migration des INs (85).  

 

c. Voies de migration tangentielle 

À ce stade embryonnaire, la plaque corticale est une structure laminaire composée de 6 

couches : la zone ventriculaire (VZ), la zone sous-ventriculaire (SVZ), la zone intermédiaire 

(IZ), la sous-plaque (SP), la plaque corticale (PC) et la zone marginale (MZ). Les INs peuvent 

emprunter 2 routes migratoires pour migrer dans le néocortex (17, 86-89). La première route 

est appelée la route superficielle et passe dans la MZ. Les INs qui migrent dans la MZ se dirigent 

dans toutes les directions et se dispersent de façon homogène dans le cortex (86-88). La 
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deuxième route, la route profonde, se fait dans la SVZ. Les INs qui suivent cette route colonisent 

le cortex selon un gradient latéromédian. Finalement, une petite minorité d’INs migre dans la 

SP. Cependant, les INs évitent de migrer dans les autres couches du néocortex, tout 

particulièrement dans la CP. En effet, la migration à travers ces routes est régulée par 

l’expression de la chimiokine attractive Cxcl12 dans la MZ et dans la SVZ (90, 91).  Les INs 

expriment les récepteurs Cxcr4 et 7 qui lient Cxcl12. Ce signal est tellement fort qu’il permet 

aux INs d’emprunter strictement ces voies de migration, malgré la présence de chimiokines 

dans les différentes couches de la plaque corticale (18, 91, 92).  La perte de l’expression de 

Cxcl12 est létale, ce qui montre l’importance de ce mécanisme (18). De plus, la perte des 

récepteurs Cxcr4 et 7 cause une invasion prématurée des INs dans la PC et ainsi, une mauvaise 

distribution laminaire finale des INs dans le cortex (18, 92). Une mauvaise distribution 

laminaire, même subtile, peut mener à un déséquilibre du ratio inhibition/excitation essentiel 

au bon fonctionnement de l’encéphale (18).  

 

d. Transition vers la migration radiale 

Une fois arrivés à la plaque corticale, les INs passent d’un mode de migration tangentielle à une 

migration radiale, c’est-à-dire une migration perpendiculaire à la surface des ventricules qui est 

aidée par l’interaction des cellules avec la fibre gliale radiale. À cette étape de la migration, les 

INs cessent d’exprimer les récepteurs membranaires Cxcr4 et Cxcr7 (18). Ainsi, les cellules ne 

seront plus soumises à l’effet attractif de la chimiokine Cxcl12 exprimée dans la SVZ et dans 

la MZ et pourront envahir la plaque corticale. De plus, les INs commencent à exprimer la 

connexine 43, ce qui favorise leur interaction avec la fibre gliale, par la formation de jonctions 

communicante (GAP-junction) (93). Une des hypothèses est que la plaque corticale contient 

des molécules chimioattractives non-décrites. Le signal de ces molécules est camouflé par le 

signal des récepteurs Cxcr4 et 7 (18). La perte de ces récepteurs permet aux INs d’être attirés 

dans la CP.   
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e. Allocation laminaire 

L’allocation laminaire est l’étape de la migration des INs durant laquelle ils atteignent leur 

position finale au sein de couches spécifiques du néocortex. Chez la souris, cette étape a 

généralement lieu dans les premiers jours postnataux (94). Il existe peu de données sur les 

mécanismes régulant cette étape. Une des hypothèses est que les projections des cellules 

pyramidales des couches II, III et V du néocortex interagiraient avec les INs pour les attirer 

dans la bonne couche du cortex et pour les aider à arrêter leur migration (95). De plus, les 

différentes sous-populations d’INs seraient guidées par différents types de projections 

neuronales. Par exemple, les projections des cellules pyramidales des couches profondes 

exprimant le facteur de transcription Fezf2 guideraient les INs PV et SST vers leur position 

finale dans le cortex (95). Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’arrêt prématuré de la 

maturation des cellules pyramidales mène à un défaut dans l’allocation laminaire des INs (95). 

De plus, les cellules pyramidales migrent de façon radiaire et colonisent le cortex des couches 

profondes aux couches superficielles. Ainsi, les neurones produits en premier se localisent dans 

les couches profondes, tandis que ceux produits plus tard se localisent dans les couches 

superficielles. Contrairement aux cellules pyramidales, les INs de la MGE  colonisent tout 

d’abord les couches profondes et les INs du CGE vont coloniser les couches superficielles à 

partir de E12,0, pour finir avec la colonisation de la PC vers P1 chez la souris (96).  

 

f. Arrêt de la migration 

L’arrêt de la migration est la dernière étape de la migration des INs. Elle se produit dans les 

premiers jours postnataux chez la souris. De façon intéressante, cet arrêt n’est pas lié à la 

naissance des INs, c’est-à-dire qu’un IN ayant commencé sa migration avant un autre peut 

arrêter de migrer après celui-ci. L’arrêt de migration corrèle avec l’expression du transporteur 

K+/Cl- KCC2 (78). Cet échangeur est essentiel aux INs puisqu’il modifie l’effet de la liaison du 

GABA à son récepteur GABAA. Puisque les récepteurs GABAA sont des récepteurs 

ionotropiques, donc dépendants de l’équilibre ionique de la cellule, ils permettent le passage 

d’ions Cl- selon son gradient de concentration dans la cellule (78). Avant l’expression de 

l’échangeur KCC2 à la surface membranaire des INs, la liaison du GABA à son récepteur 
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entraine une sortie massive du Cl-, causant consécutivement la dépolarisation de la membrane, 

l’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants (VSCC) et l’entrée de calcium dans la 

cellule (78). Cependant, l’expression de l’échangeur KCC2 modifie l’équilibre ionique des INs, 

puisqu’il force la sortie des ions Cl- de la cellule. La liaison du GABA avec son récepteur va 

donc permettre l’entrée de Cl- dans la cellule, ce qui induit une hyperpolarisation de la 

membrane et l’inhibition de la cellule. L’expression de l’échangeur KCC2 permet donc la 

transition de l’effet du GABA d’excitateur à inhibiteur avec la maturation cellulaire (78). Le 

GABA joue ainsi un rôle de frein à la migration des INs lorsque ceux-ci sont plus matures. Ce 

GABA ambiant est sécrété de façon non-synaptique par les INs en migration. De plus, on note 

une diminution du glutamate ambiant dans les premiers jours postnataux causée par la 

régulation positive des récepteurs à glutamate présents sur les astrocytes, ce qui permet une 

recapture du glutamate du milieu extracellulaire par les astrocytes matures (78). Puisque le 

glutamate favorise l’activation des récepteurs AMPA/NMDA qui entraine l’ouverture des 

VGCC et une entrée massive de calcium, une diminution du glutamate ambiant diminue l’entrée 

de calcium cellulaire, retirant ainsi un facteur pro-motogène. Dans les cellules pyramidales, 

l’entrée de calcium favorise la motilité par l’activation des connexines 26 et 43 (97). Le rôle du 

calcium dans les INs n’est pas encore élucidé. Cependant, il est clair qu’une baisse de calcium 

intracellulaire entraine l’arrêt de la migration des INs (78).   

 

4- Dynamique du cytosquelette 

Les INs diffèrent des cellules pyramidales dans plusieurs aspects de leur migration. La 

dynamique du cytosquelette des INs est différente de celle des cellules pyramidales. Dans cette 

section, les mécanismes intracellulaires menant à la réorganisation du cytosquelette des INs 

permettant leur migration seront expliqués.  

Les INs utilisent plusieurs mécanismes pour se déplacer dans le milieu extracellulaire afin de 

suivre leur route migratoire et d’atteindre la plaque corticale. Ces mécanismes induisent le 

remodelage rapide du cytosquelette par la succession de trois mouvements, soit l’extension du 

neurite rostral, la nucléokinèse et la rétraction du neurite caudal (62, 98, 99). Ceci implique 
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deux composantes majeures du cytosquelette : les filaments d’actine (F-actine) et les 

microtubules (MTs) (Figure 4).  

 

Figure 4 : Dynamique du cytosquelette d’un interneurone en migration. Schématisation 

d’un interneurone en migration et des protéines impliquées dans cette migration. Figure 

originale.  

 

a. Extension et branchement du neurite rostral 

L’extension du neurite rostral est la première étape du mouvement. Ce neurite est formé de 

plusieurs structures. Tout d’abord, les INs forment un cône de croissance (100). Le cône de 

croissance permet aux INs de mieux suivre le gradient de chimiokines, puisqu’il contient des 

récepteurs lui permettant de percevoir l’environnement. Ce cône est constitué de filopodes qui 

sont des petites extensions longues et minces créées par la polymérisation de la F-actine (101, 

102). Les cônes de croissance comportent aussi des lamellipodes, des extensions plus longues, 

plus larges et plus solides de la membrane cellulaire (101, 102). Ainsi, le lamellipode se rétracte 

moins rapidement que les filopodes, situés au bout des lamellipodes, et sera plus facilement 

stabilisé (101, 102). Le cône de croissance exprime plusieurs types de récepteurs membranaires 

permettant à la cellule de percevoir l’environnement et de suivre un gradient chimiotactile. Chez 

les INs, il existe une grande variété de récepteurs. Tout d’abord, il y a les récepteurs Robo, Efr 
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et NRP qui lient des chimiokines répulsives (17, 66, 67). Leur activation induit une 

déstabilisation de la F-actine. Les récepteurs MET, GRFαet TrkB lient les différents facteurs 

de croissance mentionnés plus haut, favorisant la stabilisation du neurite rostral (103). 

Finalement, les récepteur Cxcr4 et Cxcr7 qui lient la chimiokine Cxcl12 permettent aussi la 

stabilisation du neurite rostral (17, 66, 67). Les récepteurs Cxcr4 et Cxcr7 sont des récepteurs 

couplés aux protéines G. Ainsi, une fois activés par la liaison d’une chimiokine, ces récepteurs 

permettent l’activation de petites protéines G, telles les Rho-GTPases (102). Les Rho-GTPases 

ont une conformation inactive lorsqu’elles sont liées à la GDP et une conformation active 

lorsqu’elles lient la GTP. L’activation de ces protéines implique donc l’échange de la GDP pour 

une GTP, catalysé par la sous-unité 𝛼 des protéines G (104, 105). D’autres récepteurs, comme 

les Efr, sont des récepteurs à tyrosine kinase, c’est-à-dire qu’ils ont une activité tyrosine kinase 

leur permettant de transférer un groupement phosphate sur une protéine, permettant son 

activation (106). Tous ces types de récepteur permettent l’activation de protéines induisant le 

remodelage du cytosquelette.  

On retrouve trois GTPases principales impliquées dans le remodelage de l’actine, soit Cdc42 et 

Rac1 au niveau du pôle antérieur des INs et RhoA au pôle postérieur et à l’avant du noyau des 

INs (62, 99, 101, 102). 

Une fois liés aux GTP, Cdc42 et Rac-1 activent le complexe Wasp/WAVE qui active à son tour 

la protéine Arp2/3. Arp2/3 est très importante dans les INs, puisqu’elle permet, avec la 

cortactine, la formation de protrusions au niveau du neurite rostral par la formation de branches 

de F-actine à un angle de 70° (100). Ces protrusions peuvent être stabilisées par la formation 

de filaments de MTs, ce qui permet la formation de branches. Ce processus est essentiel, 

puisqu’il permet aux INs de suivre les gradients chimiotactiles, en formant des branches dans 

la direction où se trouve la plus grande concentration de facteurs chimioattractifs. Ainsi, dans 

ces INs, le cône de croissance, avec tous les récepteurs qui ci trouvent, est essentiel pour 

permettre la bonne orientation initiale du neurite rostral, qui se divise par la suite en plusieurs 

branches pour une orientation plus fine de l’INs (85). La migration se fait ensuite par la 

stabilisation de la branche la mieux orientée par rapport au gradient de chimiokines via la 

signalisation de la voie Rho-ROCK (85). De plus, le complexe Wasp/Wave permet aussi 
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l’activation de ROCK  qui phosphoryle et active la profiline. La profiline est située dans les 

filopodes et permet la nucléation de la F-actine.  

L’élongation du neurite rostral est régulée par Disc1. Cette protéine s’associe à la Girdine au 

niveau du cône de croissance et permet ainsi la nucléation de la F-actines. La baisse 

d’expression de DISC1 entraine une baisse de F-actine dans le cône de croissance des INs en 

migration, ce qui altère leur migration (107). 

b. Nucléokinèse 

Une fois la branche principale stabilisée, les INs entrent dans la phase de la nucléokinèse, soit 

le mouvement du noyau vers l’avant. La nucléokinèse se fait en 3 mouvements (62, 99). Tout 

d’abord, le centrosome est déplacé vers l’avant. Pour ce faire, il y a un gonflement dans le 

neurite rostral. Le centrosome ainsi que d’autres organelles comme le Golgi se déplacent ensuite 

dans ce gonflement, ce qui stabilise le neurite rostral (99). À ce stade, le noyau est entouré d’une 

cage de MTs connectés au centrosome (108, 109). Plusieurs protéines sont impliquées dans le 

mouvement du noyau. La protéine double-cortine (DCX) permet la stabilisation du réseau de 

MTs essentiel à la nucléokinèse, en se liant aux MTs au niveau du noyau et au niveau du 

centrosome. Cette protéine permet au MTs de rester fermement accrochés au noyau, malgré la 

force exercée durant la nucléokinèse. Ainsi, les neurones déficients en DCX ne sont pas 

capables de déplacer leur noyau (109, 110). La protéine Lis1 permet aussi aux MTs de rester 

attachés au noyau. L’ablation de Lis1 réduit la migration des INs (111). Le réseau de MTs est 

très important pour une bonne nucléokinèse, mais n’est pas essentiel. Comme de fait, la 

déstabilisation du réseau de MTs cause une réduction de la nucléokinèse, mais ne l’abolit pas 

complètement (112).  

En plus d’être tiré vers l’avant par le réseau de MTs, le noyau est poussé vers l’avant par le 

réseau d’acto-myosine situé à l’arrière de la cellule. Les myosines sont des moteurs cellulaires 

qui lient les filaments d’actine. Ainsi, la myosine IIb  est composée d’une chaîne lourde, d’une 

chaîne légère et d’une tête motrice ATPase. Elle dimérise  en se liant de façon inverse à deux 

filaments d’actine (110). En hydrolysant l’ATP, la myosine va changer de conformation, ce qui 

lui permet d’avancer sur les filaments d’actine. Puisqu’elle se lie de façon inverse à deux 
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filaments d’actine, ce mouvement permet une contraction du réseau d’actine et ainsi le 

mouvement du noyau vers l’avant (100).   

Cdc42 et Rac1 sont aussi importants pour la régulation de la contraction de l’acto-myosine. 

Cette régulation passe par l’activation de la protéine PAK qui peut phosphoryler la cofiline. 

Ainsi, une fois phosphorylée, la cofiline est inactive et ne peut plus dépolymériser la F-actine, 

stabilisant le réseau d’actine et favorisant la contraction acto-myosine nécessaire pour la 

nucléokinèse (100). Les souris mutantes Rac1-/-/Rac3-/- présentent des INs avec un nombre très 

élevé de branches. Cependant, la longueur totale de leur neurite rostral est réduite (113). RhoA 

est une petite GTPase très importante pour la migration. Dans les INs, elle est inhibée par la 

protéine p27Kip1. La perte de fonction de cet inhibiteur mène à une perturbation de la 

migration, par la sur-activation de la myosine II (114). RhoA permet l’activation de la protéine 

ROCK. ROCK permet d’Activer la myosine II par la phosphorylation de sa chaine légère. De 

plus, cette kinase permet d’inactiver la Myosin Light Chain Phosphatase (MLCP). Finalement, 

la protéine ROCK active la Myosin Light Chain Kinase (MLCK). La MLCK va elle aussi 

phosphoryler la chaîne légère de la Myosine II. L’activité de MLCK est régulée par la 

calmoduline, une protéine activée lorsque le niveau de calcium intracellulaire est élevé (100).  

Enfin, il y a une rétraction du neurite caudal. Les mécanismes impliqués dans cette rétraction 

dans les INs sont encore inconnus. Cependant, ces mécanismes doivent impliquer le remodelage 

du cytosquelette.  Ainsi, la répétition de ces trois mouvements permet la mobilité du neurone 

vers les signaux chimioattractifs. 

 

5- Altération du développement des INs dans l’épilepsie 

Le développement de la technologie permettant la génération de souris transgéniques a permis 

de grandes avancées dans la découverte des mécanismes menant à l’épilepsie et a mis en 

évidence une nouvelle classe de pathologies : les interneuropathies. Plusieurs gènes importants 

pour le développement ou la fonction des INs ont ainsi été étudiés et leur implication dans 

l’épilepsie a été explorée 
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En effet, la dysfonction des INs mène, tant au niveau développemental qu’au niveau synaptique, 

à des épilepsies causées par un mauvais ratio entre l’inhibition et l’excitation. Cette section sera 

un survol rapide des défauts du développement (migration et maturation) des INs menant à 

l’épilepsie.  

Le nombre d’INs dans le cortex est un facteur important pour un bon ratio d’inhibition et 

d’excitation. Au niveau du développement des INs, les souris mutantes Dlx1-/-, un facteur de 

transcription important pour la différenciation et la survie des INs, présentent une perte de 

cellules SST, NPY et CR et ont une diminution de l’inhibition dans le cortex et dans 

l’hippocampe. Ceci induit une épilepsie et des défauts dans les oscillations gamma à l’âge 

adulte (P30) (115-117). De même, les souris porteuses de mutations causant une perte de 

fonction des facteurs de transcription requis pour le développement des INs de la MGE, soit 

Nkx2.1, Lhx6 et Sox6, développent toutes une épilepsie précoce (32, 35, 37). De plus, les 

mutations du gène CNTNAP2 causent le syndrome d’épilepsie focale avec dysplasie corticale 

chez l’humain. Ce gène est exprimé  dans les éminences ganglionnaires et son expression est 

présente dans les INs en migration. La perte de fonction de Cntnap2 chez les souris induit une 

diminution du nombre de cellules PV au niveau cortical qui n’a toutefois pas été observée chez 

les humains. Cependant, ces souris, tout comme les patients atteints du syndrome d’épilepsie 

focale avec dysplasie corticale ont des épilepsies et des troubles comportementaux (118).  

Un autre indice montrant l’importance du bon développement des INs pour prévenir l’épilepsie 

est le phénotype des souris présentant un défaut dans l’expression du canal potassique KCC2 

ou du co-transporteur NKCC1. Ces souris, tout comme les patients atteints d’épilepsie  avec 

dysplasie focale corticale, présentent un mauvais ratio NKCC1/KCC2 induisant une excitation 

neuronale aberrante qui mène à des épilepsies et à des troubles du spectre de l’autisme (119).  

Une mauvaise migration des INs a aussi été associée à des épilepsies. En effet, le facteur de 

transcription Arx est essentiel pour la migration des INs. Des mutations dans ce gène, le plus 

souvent causé par une expansion du triplet GCG, cause des spasmes infantiles liés au 

chromosome X chez l’humain (120-123). Ce facteur de transcription est sous la régulation de 

Dlx1/2 et est exprimé dans les INs qui migrent de façon tangentielle. Il permet l’expression de 

gènes tels Cxcr4. Ainsi, les souris mutantes pour ce gène (souris Arx(CGC)10+7) ont des spasmes 
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moteurs ressemblant à ceux retrouvés chez l’humain (120-123). Aussi, ErbB4 est une autre 

protéine importante pour la bonne migration des INs et les souris ErbB4 KO ont une migration 

anormale des INs menant à une perte de cellules PV et SST. La perte de ErbB4 ou de sa voie 

signalétique sous-jacente passant par p35/Cdk5 est associée à l’épilepsie chez la souris (124, 

125). 

Ainsi, plusieurs gènes régulant la migration ou la maturation des INs ont été associés aux 

épilepsies (126, 127). Un défaut dans un gène important pour la migration ou la maturation de 

ces cellules pourrait être la cause des encéphalopathies épileptogènes.  

 

6- Myo9b 

Le laboratoire du Dre Rossignol a identifié une nouvelle mutation de novo dans le gène MYO9b 

chez un patient atteint d’encéphalopathie épileptogène de type spasmes infantiles. Ce gène, 

codant pour la myosine non musculaire Myosine IXb, n’avait jamais été associé à une maladie 

humaine antérieurement. Cependant, certains éléments suggèrent que la mutation identifiée 

pourrait être pathogène. Tout d’abord, la mutation (G4678A) entraine un changement d’acides 

aminés (V1560M) dans un domaine bien conservé de la protéine. De plus, cette mutation est 

prédite dommageable par les outils bioinformatiques incluant un score SIFT bas (score : 0) et 

un score PolyphenV2 élevé (score : 1) (3) (Figure 5). Enfin, l’expression précoce de Myo9b 

durant le développement cérébral (128) et les fonctions prédites de sa protéine comme agent 

promotogène nous portent à croire que ce gène est important pour la migration neuronale, tel 

que détaillé ci-dessous. 

La Myosine IXb est une protéine encore peu connue. Elle fait partie de la famille des myosines, 

une grande famille de protéines qui peut être sous-divisée en 18 sous-classes. Les protéines 

faisant partie de cette famille sont des protéines motrices qui peuvent hydrolyser l’ATP et qui 

ont un domaine de liaison à l’actine (110). La myosine IXb est une myosine non 

conventionnelle (c’est-à-dire qu’elle n’est pas impliquée dans la contraction acto-myosine 

musculaire) connue pour son rôle dans la migration des cellules immunitaires (129). Elle est 

composée de plusieurs domaines. La tête de cette protéine contient 3 grands domaines, soit le 

domaine N-terminal associé à Ras, un domaine de liaison à l’ATP, ainsi qu’un domaine de 
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liaison à l’actine. Le cou de la protéine contient 4 domaines IQ, des domaines contiennant des 

motifs de liaison à la calmoduline. Enfin, la queue de la protéine contient un domaine C1 riche 

en cystéine qui permet la régulation de plusieurs protéines kinases dont la protéine kinase C, un 

domaine activateur de GTPase (GAP), ainsi qu’une région riche en proline (130, 131) (Figure 

5). La mutation retrouvée chez notre patient est localisée avant le domaine GAP. Ainsi, le 

changement d’acide aminé pourrait modifier la stabilité de la protéine et diminuer son 

expression ou changer la structure tridimensionnelle de celle-ci faisant en sorte que son 

domaine GAP ne soit plus accessible pour effectuer sa fonction.  

De façon intéressante, la Myosine XIb a un domaine GAP qui hydrolyse le GTP des protéines 

Rho (132). Les protéines GAP sont importantes pour le contrôle de plusieurs voies de 

signalisation cellulaire. De ce fait, elles permettent l’hydrolyse du GTP en GDP, et ainsi 

l’inactivation rapide de plusieurs petites protéines G. Les petites protéines G peuvent hydrolyser 

elles-mêmes leur GTP. Cependant, cette réaction se fait très lentement. Ainsi, lorsque la cellule 

a besoin d’arrêter rapidement une voie de signalisation, elle a recours aux protéines GAP. Le 

domaine GAP de la Myosine IXb contient une charge positive qui interagit spécifiquement avec 

la charge négative de l’hélice A3 de RhoA de façon très spécifique (Figure 5). Ainsi, le même 

domaine GAP de Myo9b reconnait spécifiquement RhoA, sans reconnaitre Cdc42 ni Rac1 

(133).  
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Figure 5 : Schématisation de la structure et de la fonction de MYO9b. A) Chromatogramme 

de la séquence de MYO9b du patient et celle d’Homo sapiens et de la souris. En vert, acide 

nucléique différent chez la souris et degré de conservation de la séquence entre ces 2 espèces. 

En noir, degré de conservation de la protéine entre ces 2 espèces. B) Schématisation des 

différents domaines de la protéine MYO9b. La structure de la protéine est divisée en 3 parties : 

la tête, le cou et la queue. C) Voie de signalisation connue de MYO9b. Inspiré de (130, 132, 

133)  

Mutation 
du patient 
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La Myosine IXb n’a été rapportée qu’une seule fois dans le cerveau, et ce dans des cellules 

pyramidales. Les auteurs de cet article montrent que Myo9b est fortement exprimée dans le 

cortex de rat à l’âge embryonnaire et que son expression diminue à l’âge adulte. De plus, une 

répression génique de Myo9b par électroporation in utero chez les rats mène à un nombre de 

dendrites moins élevé dans les cellules excitatrices de l’hippocampe ainsi qu’à une longueur 

totale réduite des dendrites de ces cellules. Ce phénotype est sauvé par la surexpression de la 

kinase ROCK (128).  

L’expression et les rôles potentiels de Myo9b dans les INs ou dans la migration neuronale n’ont 

jamais été explorés jusqu’à présent. Cependant, le rôle de Myo9b a été décrit au niveau de la 

migration des cellules immunitaires et des cellules cancéreuses.  

En effet, la Myosine IXb est hautement exprimée dans les cellules immunitaires. Les 

macrophages Myo9b-/- sont incapables de suivre un gradient chimiotactile (129). Ces cellules 

présentent une morphologie ronde et sont incapables de produire des lamelipodes. De plus, ces 

cellules ont une perte de polarisation, c’est-à-dire qu’elles forment des filopodes tout autour de 

la cellule. Ainsi, les macrophages ont une motilité réduite (129). Au niveau des cellules 

dendritiques, il y a une colocalisation entre Myo9b et la F-actine. MYO9b interagit à l’extrémité 

positive (+ end) de la F-actine et catalyse l’hydrolyse de RhoA-GTP (Figure 5). Les cellules 

dendritiques Myo9b-/- présentent une augmentation de l’activité RhoA qui mène à une 

stabilisation de la F-actine et une diminution de la motilité de ces cellules. En effet, ces cellules 

sont moins capables de suivre un gradient chimioattractif, en partie dû à l’altération de 

l’organisation de leur cytosquelette d’actine (134).  

Dans les cellules cancéreuses, l’augmentation de l’expression de MYO9b mène à une 

augmentation de la migration. Dans les cellules cancéreuses de la prostate, MYO9b est présente 

dans le soma cellulaire. Les cellules Myo9bkd migrent beaucoup moins vite. Ceci serait causé 

par l’augmentation de la phosphorylation de la MLC (Figure 5) (135). Au niveau des cellules 

cancéreuses de poumons, le domaine GAP de la Myosine IXb interagit avec le récepteur Robo 

(Figure 5). La liaison de la chimiokine répulsive Slit au récepteur Robo inactive la Myosine IXb, 

ce qui entraine une augmentation de la protéine RhoA en conformation active. Ainsi, il y a une 

diminution de la migration des cellules cancéreuses du poumon (133). Le complexe Myosine 
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IXbI/Robo/RhoA agirait donc comme suppresseur de métastase tumorale lors de la liaison de 

Slit  (133). Puisque Slit, Robo et RhoA sont des molécules connues importantes pour la 

régulation de la migration des INs, il est possible que la Myosine IXb interagisse aussi avec ces 

protéines dans les INs et qu’elle soit importante pour réguler la migration des INs.



 
 

Question de recherche 
 

Les encéphalopathies épileptogènes (EE) sont des maladies graves de l’enfance dont la cause 

est souvent inconnue. L’avancée des techniques d’investigation génétique permet maintenant 

d’identifier plusieurs mutations de novo chez des patients avec des EE inexpliquées 

sporadiques. Certaines de ces mutations pourraient être la cause de ces épilepsies. Dans le but 

d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans les EE, le laboratoire de la Dre E. Rossignol a 

effectué un séquençage d’exome chez des patients atteints de spasmes infantiles. Elle a identifié 

plusieurs nouveaux gènes candidats d’épilepsie. Ces gènes touchent une grande variété de 

composantes du développement et de la fonction des neurones. Puisque des perturbations du 

réseau inhibiteur, dites « interneuronopathies », peuvent mener à des épilepsies, tant chez la 

souris que chez l’humain, il est possible que certains des nouveaux gènes candidats identifiés 

causent l’épilepsie en affectant le développement des INs.  

Ainsi, sachant qu’un variant dans Myo9b n’ayant jamais été rapporté a été identifié par 

séquençage d’exome chez un patient souffrant d’EE sans malformation cérébrale majeure et 

sachant que la myosine IXb est exprimée dans le cerveau et qu’elle est impliquée dans la 

migration de plusieurs types de cellules dont les cellules immunitaires, nous postulons qu’elle 

puisse jouer un rôle dans la migration des INs corticaux, ce qui altèrerait l’équilibre entre 

l’excitation et l’inhibition corticale et causerait une épilepsie.  



 
 

Hypothèse et objectifs 
 

Je postule que la Myosine IXb, codée par le gène Myo9b, joue un rôle fondamental dans la 

migration tangentielle des interneurones GABAergiques corticaux et qu’une perturbation de 

son expression cause un défaut de migration de ces cellules.  

Pour valider cette hypothèse,  je vais documenter la localisation embryonnaire et adulte de 

Myo9b dans les interneurones GABAergiques corticaux. Puis, j’investiguerai les conséquences 

de la répression sélective de Myo9b dans les INs par électroporation ex vivo d’un shRNA 

spécifique dans des cultures organotypiques de cerveaux murins embryonnaires.  



 
 

Méthodologie 
 

Animaux 

Toutes les expérimentations animales ont été faites en accord avec le protocole éthique 

approuvé par le comité d’éthique animale (CIBPAR) du CHU Ste-Justine.  

 Afin de pouvoir visualiser les interneurones GABAergiques (INs) durant leur développement 

embryonnaire ex vivo, j’ai généré une lignée de souris  Dlx5/6cre;RCEEGFP chez lesquelles les 

INs sont marqués génétiquement par la protéine fluorescente verte (GFP). Pour ce faire, j’ai 

croisé des souris Dlx5/6cre avec des souris reportrices Cre-dépendantes RCEEGFP/EGFP, pour 

obtenir une lignée de souris Dlx5/6cre;RCEEGFP. Les couples reproducteurs sont génotypés par 

réaction de polymérisation en chaîne (PCR). Un bout de queue est lysé dans un tampon de lyse 

(Tris, HCl 100 mM, EDTA 5mM, SDS 0,2% et NaCl 200 mM) avec de la protéine kinase K 

(0,6 mg/mL) durant 12 heures à 55 °C. L’ADN est extrait de la façon suivante. Les tubes sont 

centrifugés à 13 000 révolution par minute (RPM) durant 10 minutes, le surnageant est 

transféré, puis 500 μL d’isopropanol est ajouté au surnageant afin de précipiter l’ADN. Les 

tubes sont agités durant 15 minutes et l’ADN est récupéré à l’aide d’un embout de pipette, 

trempé dans de l’éthanol 70 % et déposé dans 100μL de tampon tris-EDTA (TE). Les tubes 

sont mis dans un bain à 55 °C durant 30 minutes, puis sont entreposés à 4°C. L’ADN est utilisé 

pour faire la PCR, tel que détaillé dans la section suivante.  

Par ailleurs, les embryons Dlx5/6cre;RCEEGFP utilisés pour nos expériences prénatales étaient 

identifiés par fluorescence trans-crânienne à 13.5 jours embryonnaires (e13,5) à l’aide d’une 

lampe UV nous permettant de visualiser la MGE. J’ai choisi cet âge puisqu’il s’agit du début 

de la migration des INs provenant de la MGE, les INs ayant été le plus souvent associés à 

l’épilepsie. L’âge embryonnaire était calculé à partir du jour de détection du bouchon vaginal 

chez les mères, correspondant  à e0,5. Pour les expériences d’immunohistochimie visant à 

d’investiguer la présence de Myo9b dans les INs en migration, des souris Dlx5/6cre;RCEEGFP 

étaient identifiées par fluorescence à e16,5.  
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Les souris G42EGFP , chez lesquelles les INs PV sont sélectivement marqués  en fluorescence 

par la GFP, ont été utilisées pour vérifier la présence de Myo9b dans les interneurones à l’âge 

adulte. Ces souris G42EGFP sont génotypées par PCR, tel que décrit ci-bas  

 

Génotypage 

Le génotypage était performé par PCR. Le programme de la PCR était fait avec 2 uL d’ADN 

extrait des bouts de queues dans le tampon à PCR (20 mM Tris-HCl pH 8.4, 50 mM KCl; 

Invitrogen). Les condtitions de la PCR varient selon l’allèle génotypé. Le produit de PCR est 

gardé à 4 °C et est migré sur un gel à 2 % d’agarose, afin de déterminer le poids moléculaire 

des bandes amplifiée. 

Allèle RCEEGFP : Les amorces utilisées pour génotyper l’allèle RCE sont 

CCCAAAGTCGCTCTGAGTTGTTATC, GAAGGAGCGGGAGAAATGGATATG et 

CCAGGCGGGCCATTTACCGTAA. Les réactifs suivants sont ajoutés à la réaction de PCR : 

1,5 mM de chlorure de magnésium, 2,0 mM de dNTP (Invitrogen, 10297-018) et 0,1 U/μL de 

Taq polymérase (Invitrogen , 10342-020). Le programme de la PCR a une dénaturation à 94 °C 

durant 1 min, puis 35 cycles comprenant une dénaturation à 94 °C de 45 s, une hybridation à 

59,0 °C de 45 s et une élongation à 72 °C de 1 min. La PCR finit avec une élongation finale de 

5 min à 72 °C. Sur le gel, une bande sauvage est retrouvée à 550 pb et une bande mutante à 350 

pb.  

Allèle Cre : Les amorces utilisées pour génotyper l’allèle Cre sont 

TAAAGATATCTCACGTACTGACGGTG et TCTCTGACCAGAGTCATCCTTAGC. On 

ajoute à la réaction de PCR 1,5 mM de chlorure de magnésium, 2,0 mM de dNTP (Invitrogen, 

10297-018) et 0,1 U/μL de Taq polymérase (Invitrogen , 10342-020). Le programme de la PCR 

a une dénaturation à 95 °C durant 3 min, puis 30 cycles comprenant une dénaturation à 95 °C 

de 20 s, une hybridation à 56,0 °C de 30 s et une élongation à 72 °C de 30 s. La PCR finit avec 

une élongation finale de 10 min à 72 °C. Une bande mutante est retrouvée à 300 pb. 

Allèle G42EGFP : Les amorces utilisées pour génotyper l’allèle G42EGFP sont 

GACTCCGGGTTCCTCACACTACC et GAGATCAGCAGCCTCTGTTCC. 2,0 mM de 
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chlorure de magnésium, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen, 10297-018) et 0,03 U/μL de Taq 

polymérase (Invitrogen , 10342-020) sont ajoutés à la réaction. Le programme de la PCR a une 

dénaturation à 94 °C durant 3 min, puis 35 cycles contenant une dénaturation à 94 °C de 30 s, 

une hybridation à 60,0 °C de 1 min 30 s et une élongation à 72 °C de 30 s. La PCR finit avec 

une élongation finale de 2 min à 72 °C. Une bande à 450 pb est retrouvée si la souris porte le 

transgène G42EGFP. 

Allèle Dlx5/6cre : Les amorces utilisées pour génotyper l’allèle Dlx5/6cre sont 

CAGAATTGATCCTGGGGAGCTACG et GGACAGAAGCATTTTCCAGG. Deux 

micromolaires de chlorure de magnésium, 0,2 mM de dNTP (Invitrogen, 10297-018) et 0,03 

U/μL de Taq polymérase (Invitrogen , 10342-020) sont ajoutés à la réaction. Le programme de 

la PCR a une dénaturation à 95 °C durant 3 min, puis 35 cycles contenant une dénaturation à 

95 °C de 20 s, une hybridation à 56,0 °C de 30 s et une élongation à 72 °C de 30 s. La PCR se 

termine avec une élongation finale de 10 min à 72 °C.Une bande à 343 pb est retrouvée si la 

souris porte le transgène Dlx5/6cre. 

 

Construction des plasmides 

Dlx5/6-shRNA-IRES2-tdTOMATO : Afin de modifier génétiquement les INs en migration de 

façon sélective, j’ai construit des plasmides exprimant un shRNA spécifique anti-Myo9b ou un 

shARN témoin brouillé (scramble) ainsi qu’une cassette de fluorescence pour visualisation 

ultérieure (tdTomato), le tout sous le contrôle d’un promoteur sélectif aux INs (Dlx5/6). Les 

plasmides ont été générés de la façon suivante. 

Les plasmides contenant les ARN interférents ont été clonés à partir d’un plasmide Lhx6-

shRNA6-IRES2-EGFP disponible au laboratoire et contenant un shARN témoin brouillé 

(scramble) (Figure 6). Le fragment tdTOMATO a été amplifié à partir du plasmide pCAG-

IRES2-tdTOMATO (don du laboratoire DiCristo construit par un collaborateur). 

L’amplification s’est faite avec les amorces 5’-

AAGCAGTTCCTCTGGAAGCTTCTTGAAGACAAACAAC-3’ et 5’-

TTATGATCTAGAGTCGCTTACTTGTSCAGCTCGTC-3’ à l’aide d’une polymérase haute-

fidélité Q5 (Invitrogen). Le programme de la PCR a une dénaturation à 95 °C durant 5 minutes, 
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puis 35 cycles comprenant une dénaturation de 30 s à 95 °C, une hybridation de 30 s à 61,1 °C 

et une élongation de 1 min 30 s à 72 °C. La PCR finit avec une élongation finale de 5 min à 72 

°C, puis est gardée à 4 °C. Le fragment obtenu a été purifié sur gel avec un kit PROMEGA 

(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, A9281). 

Une approche de Gibson Assembly (NEB) a été utilisée afin d’insérer le fragment de PCR 

tdTOMATO dans le plasmide digéré Lhx6-shRNA6-IRES. Spécifiquement, le plasmide Lhx6-

shRNA6-IRES2-EGFP a été digéré par HindIII (Fermentas) et Not1 (Fermentas) afin de retirer 

le EGFP. Le produit de digestion et le produit de PCR ont été incubés pendant 30 min à 50 °C 

avec la solution tampon contenant une exonucléase, une polymérase et une ADN ligase. Le 

produit est ensuite transformé dans des bactéries NEB 5-α.  Deux microlitres de solution de 

ligation sont ajoutés aux bactéries. Le mélange d’ADN et de bactéries est laissé sur glace 

pendant 30 minutes. Un choc de chaleur à 42°C pendant 30 s est fait, puis les bactéries sont 

étendues sur des pétris contenant un milieu de culture (tryptone 10 g/L, extrait de levure 5 g/L, 

NaCl 10 g/L et agar 15 g/L) et de la kanamycine (10 μg/mL) et sont mises en culture à 37 °C 

durant toute la nuit. Le plasmide obtenu est Lhx6-shARN6-IRES2-tdTOMATO. La validation 

des plasmides s’est fait par leur digestion avec XhoI et ASEI. Les bandes attendues étaient de 

886 pb si le plasmide avait incorporé le tdTOMATO. Le gène rapporteur tdTOMATO amplifié 

par PCR, a été séquencé afin de confirmer qu’il n’y avait pas d’erreur de transcription au sein 

de la séquence.  

Le shARN témoin brouillé (scramble) (Open Biosystem) avait déjà été utilisé par l’équipe de 

la Dre Rossignol et était présent dans le plasmide Lhx6-shARN6-IRES2-EGFP initialement 

utilisé. Le shARN  ciblant Myo9b a été conçu à partir d’une séquence publiée précédemment et 

démontrée spécifique et efficace pour la répression de Myo9b dans les neurones pyramidaux 

(128).  Le shARN ciblant Myo9b a été généré à partir de longs oligonucléotides hybridés 

contenant des sites de digestion XhoI et EcoRI de part et d’autre de la séquence 

(CCACCTACCACCTGCACATCTA). L’hybridation des longs oligonucléotides s’est faite 

dans un tampon 100 mM d’acétate de potassium, 30 mM HEPES à pH 7,5 à 94 °C durant 3 

min. Les shARN obtenus et le plasmide Lhx6-shARN6-IRES2-tdTOMATO ont été digérés avec 

XhoI et EcoRI afin d’échanger le shARN témoin pour celui ciblant Myo9b. Une ligation entre 
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les produits de digestion a été faite, puis le produit de ligation a été transformé dans des bactéries 

5ht3α me permettant d’obtenir le plasmide Lhx6-shMYO9b-IRES2-tdTOMATO. Une validation 

du plasmide a été faite par digestion HindIII et XhoI. Une bande de 500 pb est obtenue lorsque 

le clonage a fonctionné.  

Nos premières expériences utilisant le plasmide Lhx6-shMYO9b-IRES2-tdTOMATO pour une 

expression embryonnaire par électroporation dans des cerveaux embryonnaires de souris (tel 

que détaillé plus bas) ont échoué à révéler un signal fluorescent. Il était donc impossible de 

visualiser les INs ciblés par le promoteur spécifique aux INs de la MGE Lhx6. Malgré 

différentes étapes d’optimisation (variation de la concentation de plasmide, du temps 

d’exposition, des paramètres d’électroporation, etc), nous n’avons pu utiliser ce plamside pour 

nos fins expérimentales. Dans ce contexte, nous avons décidé de remplacer le promoteur Lhx6 

par un autre promoteur spécifique aux INs et exprimé plus fortement que Lhx6. 

Pour cette raison, nous avons décidé d’utiliser le promoteur Dlx5/6, puisque son expression 

forte et soutenue durant la migration des INs nous permettait d’obtenir un signal plus fort et 

plus facilement observable par microscopie que lors de l’utilisation du promoteur Lhx6. Le 

promoteur Dlx5/6 provient du plasmide Dlx5/6-IRES2-mCherry présent dans le laboratoire de 

la Dre Rossignol (don de G. Fishell, NYU, USA). Le promoteur Dlx5/6  a été excisé du plasmide 

par une digestion avec EheI et ClaI. Du klenow a été ajouté afin de former des extrémités 

franches. Le promoteur a été sous-cloné dans le plasmide pGEM7Z. Le plasmide pGEM7Z-

Dlx5/6 a été digéré avec BamHI, suivi d’une digestion au klenow. Les plasmides Lhx6-shARN6-

IRES2-tdTOMATO et Lhx6-shMYO9b-IRES2-tdTOMATO ont été digéré avec AseI, suivi d’une 

digestion au Klenow. Ainsi les extrémités digérées des plasmides pGEM7z-Dlx5/6, Lhx6-

shARN6-IRES-tdTOMATO et Lhx6-shMyo9b-IRES-tdTOMATO ont des extrémités franches. 

Les plasmides Lhx6-shARN6-IRES2-tdTOMATO et Lhx6-shMyo9b-IRES2-tdTOMATO ainsi 

que le plasmide pGEM7Z-Dlx5/6 ont été digéré avec XhoI. Ainsi, le promoteur Lhx6 a été 

enlevé du plasmide contenant les shARN afin d’y insérer le promoteur Dlx5/6. Le promoteur 

Dlx5/6 a été déphosphorylé avec la FastAP durant 10 min à 37°C, puis cette enzyme a été 

désactivée à 75 °C durant 15 min. Une ligation entre le promoteur Dlx5/6 et les plasmides 

contenant les shARN a été faite durant 12 heures à 16 °C. Le  produit de ligation a été transformé 

dans des bactéries 5ht3α tel que décrit précédemment. L’ADN de quelques colonies a été 
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amplifié par MiniPrep (kit Promega). Les colonies de bactéries ayant incorporé le promoteur 

Dlx5/6 ont pu être sélectionnées par digestion de leur ADN par HindIII. Les plasmides Dlx5/6-

shARN-IRES2-tdTOMATO avaient un motif de digestion contenant 3 bandes : 5130 pb, 730 pb 

et 550 pb. 



 
 

 

 



 
 

 

Figure 6 : Plasmides Dlx5/6-shARN6-IRES2-tdTOMATO et Dlx5/6-shMyo9b-IRES2-

tdTOMATO. A) Le clonage des deux plasmides a été réalisé en parallèle. Ce clonage est divisé 

en trois étapes, soit 1- le clonage du plasmide Lhx6-shARN6-IRES2-tdTOMATO, 2- le clonage 

du plasmide Lhx6-shMyo9b-IRES2-tdTOMATO et 3- le clonage du promoteur Dlx5/6 dans les 

2 plasmides afin d’obtenir les plasmides finaux Dlx5/6-shARN6-IRES2-tdTOMATO et Dlx5/6-

shMyo9b-IRES2-tdTOMATO. B) Séquence du shARN ciblant Myo9b. C) Localisation de la 

séquence ciblé par le shARN et de la mutation du patient dans le gène Myo9b. Chaque flèche 

correspond à un exon. D) Schématisation du plasmide final Dlx5/6-shMyo9b-IRES2-

tdTOMATO. 

Dlx5/6-mmMyo9b-IRES2-tdTOMATO et Dlx5/6-mmMyo9b∆V1560M-IRES2-tdTOMATO : Afin 

de faire un sauvetage du phénotype observé et afin de vérifier l’impact de la mutation du patient 

sur le phénotype, j’ai construit un plasmide exprimant l’ADN codant de Myo9b résistant au 

shARN et un plasmide exprimant l’ADN codant de Myo9b, modifié avec la mutation du patient 

et résistant au shARN, le tout sous le contrôle d’un promoteur sélectif aux INs (Dlx5/6). Les 

plasmides ont été générés de la façon suivante. 
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Afin d’amplifier la séquence murine de Myo9b, une librairie d’ADN codante a été créée à partir 

de cerveaux d’embryon de souris de type sauvage à e13,5. La mère a été sacrifiée par dislocation 

cervicale et les trompes utérines ont été prélevées et gardées dans du PBS 1X à 4 °C. Les 

embryons ont été sortis du sac amniotique, puis décapités et les cerveaux ont été excisés dans 

du PBS 1X. L’ARN a été extrait des cerveaux de la façon suivante. Les cerveaux sont d’abord 

homogénéisés par un va-et-vient à l’aide d’une pipette dans du TRIzol® (ThermoFisher) (3 :1) 

à température pièce. Une fois homogénéisé, l’échantillon a été laissé à température pièce durant 

5 min. Deux cents microlitres de chloroforme ont été ajoutés et le tout a été agité durant 15 s, 

puis incubé à température pièce durant 15 min et centrifugé à 12 000 x g à 4 °C durant 15 min. 

La phase aqueuse a été retirée et l’ARN a été isolé à partir de cette phase. De l’isopropanol a 

été ajouté à la phase aqueuse dans un ratio 2 :3 et incubé à température pièce pour 10 min. Le 

tout a été centrifugé à 12 000 x g à 4 °C pour une durée de 10 min. L’ARN a été précipité au 

fond du tube et le surnageant a été retiré. L’ARN fut lavé avec de l’éthanol 75 %. L’ARN a été 

séché et resuspendu dans de l’eau sans ARNase pour avoir une concentration finale de 2,0 

μg/μL.  

L’ADN codant a été obtenu par une réaction de transcription inverse SuperScript® IV 

(Invitrogen). La réaction s’est faite avec 10 μg d’ARN, 1,25 μM d’oligo d(T), 1,25 μM 

d’hexamère, du tampon SSIV 1X, un inhibiteur d’ARNase 4 U/μL, 1 mM de dNTP et la 

transcriptase inverse SuperScript® IV 10 U/μL (Invitrogen). La réaction s’est faite incubée à 23 

°C pendant 10 min, puis à 55  °C pour 10 min et à 80 °C durant 10 autres min. L’ADNc est 

conservé à -20 °C.  

Le plasmide Dlx5/6-IRES2-EGFP a été formé à partir du plasmide Lhx6-shARN6-IRES2-

EGFP. Le promoteur Lhx6 a été excisé avec le shARN et remplacé par le promoteur Dlx5/6. 

Cette étape a été faite par une autre étudiante à la maîtrise. Le Dlx5/6 a été excisé du plasmide 

par une digestion BamHI, suivie d’un traitement au klenow, puis d’une digestion XhoI. Le 

promoteur pCAG du plasmide pCAG-IRES2-EGFP (Clonetech) a été digéré par AseI, suivi 

d’un traitement au klenow, puis a été digéré par XhoI. Une ligation a été effectuée entre le 

plasmide ouvert et le promoteur Dlx5/6.  Puisque la séquence codante de Myo9b est très longue, 

elle a été amplifiée en 3 sections, puis clonée dans le plasmide Dlx5/6-IRES2-EGFP. La partie 

C-terminale de Myo9b a été amplifiée à l’aide des amorces 
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GAATGACCTTCGATCGCAGAAGACACCCATCGAAAGCTTG,  la partie médiane a été 

amplifiée avec les amorces ACCAAGAGGAGCTAGCACGCCTTCAGAAAAACTG et 

GTGTCTTCTGCGATCGAAGGTCATTCACCTTGTTG et la partie N-terminale de Myo9b a 

été amplifiée à l’aide des amorces 

AGCGCGGCGGGGTACCGAAGGAGCCAGACCTCATGC et 

CTGAAGGGGTGCTAGCTCCTCTTGGTAGGTCTTCCATG avec la polymérase haute-

fidélité Q5. L’amplification de la partie N-terminale s’est fait par PCR avec le programme 

suivant. La PCR commence avec une étape de dénaturation durant 5 min à 94 °C, puis 35 cycles 

contenant une étape de dénaturation de 30 sec à 94 °C, une hybridation de 30 s à 67,0 °C et une 

élongation d’une minute à 72 °C. La PCR se termine avec une élongation finale de 5 min à 72 

°C, puis est gardée à 4 °C. Le programme pour l’amplification de la partie médiane de Myo9b 

se fait selon les conditions suivantes : une étape de dénaturation de 5 min à 94 °C, 35 cycles 

contenant une étape de dénaturation de 30 s à 94 °C, une hybridation de 30 s à 59,7 °C et une 

élongation de 1 min à 72 °C et une élongation finale de 5 min à 72 °C. Finalement, 

l’amplification de la partie C-terminale se fait de  façon suivante : une étape de dénaturation de 

30 s à 98 °C, 35 cycles contenant une étape de dénaturation de 10 s à 98 °C, une hybridation de 

30 s à 61,0 °C et une élongation de 1 min 30 sec à 72 °C et une élongation finale de 5 min à 72 

°C. Une approche de Gibson Assembly (NEB), tel que décrit plus haut, a été utilisée afin 

d’insérer les 3 fragments dans le plasmide ouvert par digestion avec XhoI et NheI. La méthode 

a été décrite ci-haut. La validation des plasmides se fait par 3 digestions, soit une digestion avec 

HindII, une digestion avec XhoI et NheI et une digestion avec Drd1. La digestion avec HindIII 

devrait produire un patron de bandes contenant une bande à 370 pb, une à 550 pb, une à 600 

pb, une à 1556 pb, une à 8608 pb et une à 4432 pb. La deuxième digestion devrait donner 2 

bandes : 2121 pb et 9560 pb. La digestion Drd1 devrait donner une bande à 100 pb, une à 1800 

pb et une à 3000 pb. Les colonies positives ont été séquencées afin de confirmer qu’il n’y avait 

pas d’erreur de transcription.  

La mutation du patient a été introduite par mutagenèse dirigée sur le fragment médian avant la 

réaction de Gibson assembly. Ainsi, la séquence de la partie médiane de Myo9b a 2 fragments 

contenant la mutation retrouvée chez le patient. Pour avoir le changement d’acide aminé 

V1560M, 2 acides nucléiques ont dû être modifiés (Figure 5). Ces modifications ont été 
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introduites aux amorces afin d’être insérées dans la séquence. Ainsi, 2 fragments de la partie 

médiane ont été amplifiés avec les amorces suivantes : pour la première réaction, 

CCCGGCCAGGAAGACTCTAGAGGTAC et  GTCCTTGTAGCCCATATGGATCTTCCC 

et pour la 2e réaction, GGGAAGATCCATATGGGCTACAAGGACCTG  et 

CTTTTGATCCGGACCCCCTCATAGG. Les 2 fragments ont été purifiés sur gel, puis une 

réaction de PCR avec la première amorce de la première réaction de PCR et de la deuxième 

amorce de la deuxième réaction de PCR a été effectué afin d’obtenir le fragment médian 

contenant la mutation du patient. Le plasmide Dlx5/6-mmMyo9b∆V1560M-IRES2-tdTOMATO a 

été obtenu par réaction de Gibson assembly tel que décrit ci-dessus.  

 

Électroporation ex vivo et tranches organotypiques  

Les électroporations ex vivo dans les MGE a été effectuées dans le cerveau d’embryons de 

souris à E13.5 (Figure 7). La mère a été sacrifiée par dislocation cervicale et les trompes utérines 

ont été prélevées et gardées dans du PBS 1X à 4 °C. Le génotype des embryons a été vérifié 

par lampe UV lorsque nécessaire. Les embryons présentant le bon génotype, soit 

Dlx5/6cre;RCE-/- pour l’électroporation des shARN seuls ou sauvage (exprimant la EGFP) pour 

la co-électroporation du shARN et du plasmide sauvetage, ont été sortis du sac amniotique, puis 

décapités et les têtes mises dans un tampon d’électroporation (0,7 mM Na2PO4, 20 mM Hepes, 

137 mM NaCl, 5 mM KCl et 6 mM D-Glucose).  Environ 3 ug d’ADN des plasmides (Dlx5/6-

shMyo9b-IRES2-tdTOMATO, Dlx5/6-sh6-IRES2-tdTOMATO, Dlx5/6-mmMyo9b-IRES2-

EGFP et Dlx5/6-shMyo9b-IRES2-tdTOMATO ou Dlx5/6-mmMyo9b∆-IRES2-EGF et Dlx5/6-

shMyo9b-IRES2-tdTOMATO) dans 0,05% Fastgreen ont été injectés dans un des ventricules du 

cerveau. L’ADN a été électroporé dans la MGE avec 4 impulsions électriques de 50 V d’une 

durée de 50 ms chacune, espacées de 250 ms. Le cerveau a ensuite été extrait de la boite 

crânienne et enveloppé d’agarose 4 % à basse température de fusion. Le bloc formé a été tranché 

pour obtenir des tranches coronales de 250 μm d’épaisseur à l’aide d’un vibratome (Leica 

VT1000S) à fréquence de 8 Hz à une vitesse de 350 μm/s dans un tampon ACSF 1X (87 mM 

NaCl, 2,5 mM KCl, 1,25 mM NaH2PO4, 26 mM NaHCO2 75 mM sucrose et 20 mM glucose). 

Les tranches contenant le MGE électroporé ont été récupérées et placées sur des membranes de 
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polycarbonate semi-perméable (Whatman Nucleopore Track-Etch Membrane). Les tranches 

ont ensuite été mises en culture 72 heures à 37 °C dans un milieu neurobasal (Invitrogen, 1,8 

% B27, 2 mM glutamine, 5 % sérum de cheval et N2 1X).  

 

Figure 7 : Schématisation de l’électroporation ex vivo. L’ADN est d’abord injecté dans un 

des ventricules du cerveau de souris. Les électrodes (flèches) sont placées autour de la tête de 

sorte que la MGE soit électroporée. Le cerveau est excisé de la boite crânienne, puis tranché au 

vibratome. Les tranches contenant un MGE électroporé sont mises en cultures pendant 72h à 37 

°C.  

 

Immunohistochimie 

Tranches organotypiques : 

Afin de visualiser les INs modifiés génétiquement, une immunohistochimie visant à révéler la 

EGFP (marquant les INs dans les cerveaux Dlx5/6cre;RCE-/-) et le tdTomato (libellant les INs 

modifiés par électroporation) a été réalisée. Plus précisément, les tranches organotypiques ont 

été fixées avec de la  paraformaldéhyde (PFA) 4 % dans du PBS 1X à 4 °C toute la nuit. Après 

la fixation, les tranches ont été lavées 3 fois avec du PBS 1X durant 15 min. Une solution de 

sucrose 30 % dans du PBS a été ajoutée aux tranches pour la cryopréservation.  Le tout a été 

agité 10 min, puis a été placé à -20 °C. Une fois congelées, les tranches sont restées à -20 °C 

durant 15 min, puis elles ont été décongelées à 21 °C. Les tranche sont été lavées trois fois avec 

du PBS 1X.  Les tranches ont été incubées pendant 2h dans une solution de blocage 0,1 % 

Triton, 10 % sérum de chèvre dans du PBS 1X. Cette incubation fut suivie par une incubation 

toute la nuit à 4 °C dans une solution d’anticorps primaire : souris anti-NeuN (1 :1000; 

Milipore), rat anti-GFP (1 :1000; Rockland) et lapin anti-dsRED (1 :1000; Clontech) dans une 
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solution de PBS1 X, 0,1 % Triton, 5 % sérum de chèvre. Les tranches ont été lavées trois fois 

dans du PBS 1X durant 10 min. Les anticorps secondaires de chèvre suivant ont été ajoutés : 

anti-rat Alexa-488 (1 :1000; invitrogen), anti-souris Alexa 647 (1 :1000; invitrogen) et anti-

lapin Alexa-594 (1 :1000; invitrogen) dans une solution PBS 1X, 0,1 % Triton, 0,5 % sérum de 

chèvre. Le tout est laissé 2 h à 21 °C. Les tranches ont été lavées 3 fois avec du PBS 1X durant 

15 min. Les sections ont été montées sur des lames de verres pour visualisation en microscopie 

confocale avec du floromount-G (SouthernBiotech).  

Cryosections : 

Afin d’investiguer l’expression naturelle de Myo9b dans des cerveaux d’embryons de souris de 

type sauvage, des immunohistochimies ont été effectuées sur des tranches de cerveaux 

embryonnaires. Spécifiquement, les souris gestantes ont été sacrifiées à E16,5 par dislocation 

cervicale. Les trompes utérines ont été prélevées et gardées dans du PBS 1X à 4 °C. Le génotype 

des embryons de souris a été vérifié par fluorescence sous lumière UV. Les cerveaux des 

embryons Dlx5/6cre;RCE EGFP ont été excisés et fixés avec de la PFA 4 % dans du PBS 1X à 4 

°C toute la nuit. Les cerveaux ont ensuite été transférés dans du sucrose 30 % dans du PBS 1X 

à 4 °C toute la nuit, puis plongés dans du Cryomatrix pour cryopréservation. Les tranches 

coronales de 18 μm ont été obtenues au vibratome afin d’échantillonner tout le cerveau.  

Les souris G42EGFP âgées de 60 jours ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale de 

sodium-pentobarbital (100 mg/kg). Elles ont ensuite été perfusées avec une injection 

transcardiaque de PFA 4 % dans du PBS. Le cerveau a été prélevé par microdissection et a été 

fixé 1h dans de la PFA 4 % à 4 °C. Il a ensuite été transféré dans du sucrose 30% dans du PBS 

pour toute la nuit à 4 °C et a été inclus le lendemain dans du Cryomatrix. Des coupes coronales 

de 18 μm du cortex somatosensitif ont été obtenues au cryostat.  

Les sections (embryonnaires ou adultes) ont été immergées durant 2 h dans une solution de 

blocage de 0,3 % Triton, 10 % sérum de chèvre dans du PBS 1X. Cette incubation a été suivie 

par une incubation de 48 h à 4 °C dans une solution d’anticorps primaire contenant les anticorps 

adéquat : poulet anti-NeuN (1 :1000;), rat anti-GFP (1 :1000; Rockland), souris anti-Myo9b 

(1 :500;), lapin anti-somatostatine (1 :500; Santa Cruz) dans 0,3 % Triton, 5 % sérum de chèvre 

dans du PBS 1X. Les tranches ont été lavées 3 fois dans du PBS 1X durant 10 min. Ensuite, les 
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anticorps secondaires adéquats ont été ajoutés : anti-rat Alexa-488 (1 :1000; invitrogen), anti-

souris Alexa 647 (1 :1000; invitrogen) et anti-lapin Alexa-594 (1 :1000; invitrogen), anti-poulet 

Alexa-555 (1 :1000; Milipore). Le tout a été laissé 2 h à 21 °C. Les coupes ont été lavées 3 fois 

avec du PBS 1X durant 10 min. Les images ont été acquises à l’aide d’un microscope confocal 

tel que décrit plus ci-dessous.   

 

Microscopie 

Les images ont été acquises à l’aide d’un microscope confocal à balayage laser (Leica DM6000 

CS). Les images présentant des tranches de cerveaux embryonnaires ont été prises à l’aide d’un 

objectif 10 X. Les images ont été prises à 0,5 μm d’intervalle avec l’outil «tilescan» du logiciel 

Leica Application Suite X, afin d’avoir une image complète du cerveau. Les images de cortex 

somatosensitif ont été prises avec l’objectif 20 X à 1,0 μm d’intervalle entre les images. L’outil 

«tilescan»  a encore une fois été utilisé. Les images de colocalisation entre Myo9b et les 

interneurones ont été prises à 63X à zoom 2 avec 0,5 μm d’intervalle entre chaque image. 

Finalement, les images de neurones ont été prises à l’aide d’un objectif 63 X à 0,5 μm 

d’intervalle avec le logiciel Leica Application Suite X. Les neurones ont été reconstruits à l’aide 

du logiciel Neurolucida 10 et les données ont été analysées avec le logiciel Neurolucida 

Explorer 10.  



 
 

Résultats 

 

Expression de la MYO9b dans les INs 

Si la MYO9b joue un rôle important dans la migration des INs corticaux, elle devrait être 

exprimée par les INs embryonnaire en cours de migration. Dans le but de caractériser la 

localisation de cette protéine au niveau embryonnaire, j’ai réalisé une immunohistochimie sur 

des tranches de cerveau de souris Dlx5/6cre;RCEEGFP à e15.5. Le résultat est présenté à la figure 

8. À ce stade embryonnaire, la majorité des INs est située dans les différentes structures 

embryonnaires ventrales, soit les éminences ganglionnaires et l’aire préoptique. Cependant, 

certains INs ont commencé leur migration et se retrouvent dans la plaque corticale (figure 8, 

A’’). L’imunohistochimie révèle que Myo9b est bien exprimée au stade embryonnaire (figure 

8, A’). La protéine est plus exprimée dans la zone manteau et moins exprimée près de la zone 

ventriculaire des éminences ganglionnaires. (figure 8, A’), ce qui suggère que MYO9b n’est 

pas requise durant la prolifération cellulaire et qu’elle commence à être exprimée lors de 

l’amorce de la migration. 

La zone ventriculaire de la MGE montre une absence de EGFP, ce qui est conséquent avec une 

distribution du transgène Dlx5/6Cre suivant l’expression du facteur de transcription Dlx5/6 qui 

n’est exprimé que lorsque les INs ont quitté la zone SVZ et atteignent la zone du manteau 

(« mantle zone ») (figure 8, C’’). Comme de fait, il est possible de constater une forte expression 

de la EGFP dans cette zone. L’expression de la Myo9b dans la zone ventriculaire du MGE est 

très faible. Cependant, il est possible de voir quelques cellules exprimant Myo9b qui 

colocalisent avec NeuN. Ces neurones pourraient être des cellules progénitrices de la MGE. De 

plus, il est possible de voir de longs filaments de Myo9b (figure 8, C’) reflétant l’expression de 

la protéine dans les vaisseaux sanguins.
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Figure 8 : Localisation embryonnaire de MYO9b. A-D : Imagerie par microscopie confocale 

d’une immunohistochimie sur des tranches corticales de cerveaux embryonnaires de souris  

Dlx5/6cre;RCEEGFP à e15,5.  Rouge : MYO9b (A’, B’, C’), vert : EGFP (A’’, B’’ et C’’) et bleu : 

marqueur neuronal NeuN (A’’’, B’’’ et C’’’). A : Présentation de la moitié du cerveau. B : 

Présentation de la plaque corticale. C : Présentation de la MGE. D : Colocalisation entre EGFP 

et MYO9b dans les cellules au niveau de la zone marginale. Rouge : MYO9b (D’), Vert : EGFP 

(D’’). E : Imagerie par microscopie confocale d’une immunohistochimie sur des tranches 
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corticales de cerveau embryonnaire de souris  de type sauvage à e15,5 de la MYO9b (E’) et du 

marqueur neuronal β3-Tubuline (E’’). n=3  L’échelle est de 100 μm (A), 50 μm (B-C), 15 μm 

(D) et 10 μm (E).    

Au niveau de la plaque corticale, il est possible de voir les voies de migration des INs (figure 

8, B’’). La quantification du nombre d’INs (marqués par la EGFP) exprimant la Myosine IXb 

révèle que  75,2  ± 1,01 % des INs de la plaque corticale colocalisent avec la MYO9b (n=3 

animaux, à e15,5). Cette colocalisation est plus abondante dans la zone marginale et dans la 

zone sous-ventriculaire, soit respectivement 84,9  ± 3,9 % et 82,9 ±  3,2 % des INs marqués par 

la EGFP, mais la colocalisation est quand même importante dans la plaque corticale (PC) et 

dans la sous-plaque (SP) (75,1 ± 4,5 % et 75,6 ± 2,5 % des INs marqués par la EGFP). Ceci 

suggère que la MYO9b est importante pour la migration des INs, tant au niveau de la migration 

tangentielle que de la migration radiale.  

La distribution cellulaire de MYO9b est différente de celle de la EGFP. En effet, la EGFP est 

localisée majoritairement dans le soma et le noyau des INs. Sa localisation est très bien définie,  

de sorte qu’il est facile d’identifier chacun des INs. Contrairement à la EGFP, la MYO9b est 

distribuée de façon plus diffuse dans les INs. Elle n’est pas exprimée dans le noyau cellulaire, 

mais semble être localisée dans le cytoplasme somatique des INs (figure 8, D’). De plus, 

l’expression de MYO9b ne semble pas exclusive aux INs. Comme de fait, il est possible de voir 

la forme de plusieurs cellules qui ne sont pas marquées à la EGFP. La localisation de MYO9b 

dans les cellules suggère qu’elle aurait un rôle plutôt cytosolique que nucléaire.  

Dans le but de déterminer si la MYO9b joue un rôle dans le remodelage du cytosquelette des 

neurones durant leur migration, une immunohistochimie a été faite sur des cerveaux 

d’embryons de souris de type sauvage à e15.5. De façon intéressante, au stade embryonnaire, 

la MYO9b colocalise fortement avec la tubuline dans la plaque corticale. La β3-tubuline est 

une forme de la tubuline exprimée exclusivement dans les neurones. Cette colocalisation 

montre donc que MYO9b est localisée au pourtour des neurones selon un motif similaire à la 

tubuline (figure 8, E). Ainsi, cela suggère que la MYO9b pourrait avoir un rôle dans le 

remodelage du cytosquelette des neurones en migration.  
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Figure 9 : Localisation de MYO9b dans le cerveau adulte. A : Imagerie par microscopie 

confocale d’une immunohistochimie sur des coupes corticales de cerveau de souris G42EGFP à 

P60. B, B’ : MYO9b, C, C’ : EGFP exprimée dans les cellules PV (n=5). D, D’ : SST (n=3). 

L’échelle est de 50 μm. Les têtes de flèches représentent la colocalisation des cellules SST et 

de MYO9b et les flèches complètes représentent la colocalisation de PV avec Myo9b. Le 

graphique représente le pourcentage de cellules PV ou de cellules SST qui colocalisent avec 

MYO9b.  

 

Dans le but de vérifier si l’expression de Myo9b était maintenue dans les INs du cerveau adulte, 

une immunohistochimie a été réalisée sur le cortex somatosensitif de cerveaux de souris 

G42EGFP à P60. Chez ces souris, seuls les INs exprimant la PV sont marqués génétiquement par 

la EGFP. Les résultats sont présentés à la figure 9. Cette expérience démontre que l’expression 

de Myo9b persiste à l’âge adulte. De façon intéressante, la MYO9b colocalise principalement 

avec la PV (figure 9, B’ et C’). En effet, 95,6 ± 1,8 % des cellules exprimant la PV expriment 

aussi la MYO9b (n=5 animaux, âgés de P60) (Figure 9, graphique). Cependant, la colocalisation 

entre MYO9b et la SST est beaucoup moins fréquente (Figure 9, B’ et D’). Ainsi, seulement 

24,1 ± 1,2 %  des cellules exprimant la SST expriment aussi la MYO9b (n=3 animaux, âgés de 

P60) (Figure 9, graphique). Enfin, il est possible de voir des cellules marquées par la MYO9b 
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qui ne colocalisent ni avec la PV, ni avec la SST. Ainsi, ces cellules pourraient être d’autres 

types d’INs provenant du CGE ou du POa, ou des cellules pyramidales. Cependant, le motif de 

distribution de MYO9b dans le cortex, de façon mosaïque et transcortical est plus suggestif 

d’une expression dans les INs que dans les cellules pyramidales, puisque ces dernières sont 

ubiquitaires et qu’on s’attendrait à une distribution beaucoup plus uniforme ou par couche 

laminaire si la protéine était exprimée dans les cellules pyramidales. Les résultats suggèrent que 

l’expression de MYO9b n’est pas essentielle à tous les types d’INs adultes, mais pourrait jouer 

un rôle important au niveau des cellules PV qui représentent la majorité des INs corticaux.  

MYO9b est principalement exprimée au niveau du soma des INs matures. Il est cependant 

possible de voir une légère expression dans les noyaux cellulaires. De plus, contrairement à son 

expression au stade embryonnaire, la MYO9b ne se retrouve pas au niveau des neurites des INs 

matures et on note peu de localisation de la protéine dans les axones ou dans les dendrites des 

INs. Ces résultats suggèrent que MYO9b pourrait participer au remodelage des neurites des INs 

en migration, mais que son rôle diffère dans les INs matures puisqu’elle se localise au soma et 

au niveau du noyau cellulaire.   

En résumé, ces expériences ont permis de caractériser l’expression embryonnaire et adulte de 

la MYO9b à e15,5 et à P60. Ainsi, la MYO9b est exprimée dès l’âge embryonnaire. Son 

expression est plus marquée dans le soma des INs en migration et est maintenue du début de la 

migration tangentielle jusque durant la migration radiale, lorsque les INs se distribuent au 

travers les différentes couches corticales. De plus, MYO9b colocalise fortement avec la β3-

tubuline, ce qui suggère un rôle de MYO9b au niveau du remodelage du cytosquelette. Avec 

son rôle connu dans le remodelage du cytosquelette dans d’autres types de cellules telles les 

cellules immunitaires et sa localisation embryonnaire, la Myo9b pourrait jouer un rôle 

important dans la migration des INs, et ceci sera exploré dans les expériences décrites dans le 

reste de ce mémoire. De plus, l’expression de MYO9b est maintenue dans les INs matures, avec 

un biais pour les cellules PV.  
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Répression sélective de Myo9b dans les INs embryonnaires 

Puisque la MYO9b est exprimée au stade embryonnaire dans les INs et qu’elle colocalise avec 

la β3-Tubuline, il est possible de se demander si cette protéine joue un rôle dans la migration 

des INs. Dans le but de vérifier l’importance de cette protéine dans la migration des INs, une 

répression sélective de l’expression de Myo9b a été effectuée à l’aide d’un shARN ciblant 

l’ARN messager de Myo9b sous le contrôle du promoteur Dlx5/6. La séquence du shARN  

ciblant Myo9b a été publiée précédemment et est spécifique et efficace pour réprimer 

l’expression de Myo9b dans les neurones pyramidaux et dans les macrophages (128). Les 

plasmides exprimant le shARN ciblant Myo9b ou un shARN témoin brouillé (shARN6 : 

scramble) ont été transfectés par électroporation ex vivo dans la MGE de cerveaux 

embryonnaires de souris  Dlx5/6cre;RCEEGFP à e13,5. Nous avons choisi cet âge embryonnaire 

puisqu’il correspond à l’âge de la production maximale d’INs issus de la MGE, en particulier 

des INs exprimant la PV qui expriment Myo9b de façon soutenue, tel que démontré 

précédemment. Les cerveaux ont ensuite été tranchés au vibratome pour obtenir des tranches 

de 250 μm qui ont été incubées à 37°C pendant 72 h, le temps requis pour que les INs transfectés 

atteignent la plaque corticale. Ainsi, il a été possible de comparer la morphologie des cellules 

exprimant le shARN anti-Myo9b à celle des cellules exprimant le shARN témoin ainsi qu’à 

celle d’INs non transfectés. Les résultats sont présentés à la figure 10. La morphologie des 

cellules Myo9bkd est très différente de celle des cellules de type sauvage exprimant le shARN 

témoin. Comme de fait, les cellules mutantes ont un aspect multipolaire, c’est-à-dire qu’elles 

ne semblent pas avoir un pôle rostral et un pôle caudal clair. Les INs en migration sont 

habituellement bipolaires. Ils ont un pôle antérieur vers lequel ils migrent et un pôle postérieur, 

tel qu’obervé dans les INs transfectés avec le plasmide contrôle. 
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Figure 10 : La répression de Myo9b altère la morphologie des INs en migration.  

A : morphologie des cellules témoins obtenues par électroporation du MGE avec le shARN 

témoin. B : morphologie des cellules Myo9bkd obtenues par électroporation du MGE avec le 

shARN ciblant Myo9b. A-B : Rouge : tdTOMATO (cellules électroporées), Vert : EGFP, Bleu : 

marqueur neuronal NeuN. C : Expérience de sauvetage du phénotype. Co-électroporation de 

shARN ciblant Myo9b et de l’ADNc de Myo9b. D : Expérience de sauvetage du phénotype avec 

l’ADN muté. Co-électroporation de shARN ciblant Myo9b et de l’ADNc de Myo9b contenant 

la mutation V1560M. C-D : Rouge : tdTOMATO (cellules exprimant le shARN ciblant Myo9b), 

Vert : EGFP (cellules exprimant l’ADNc de Myo9b sain (C) ou avec mutation (D)), Bleu : 

Marqueur neuronal NeuN. E : Nombre de neurite rostraux principaux. F : Nombre de branches 

des neurites rostraux (ANOVA à un critère de classification : p = 5,42 x 10-7). G : Longueur 

moyenne totale des neurites rostraux ANOVA à un critère de classification : p = 2,22 x 10-8) H : 

Nombre de neurites caudaux principaux (ANOVA à un critère de classification : p = 0,003). I : 

Nombre de branches chez les neurites caudaux (ANOVA à un critère de classification : p = 2,11 

x 10-5) et J : Longueur moyenne totale des neurites caudaux principaux (ANOVA à un critère 

de classification : p = 8,58 x 10-9). Noir : témoin, gris foncé : Myo9bkd, gris : Myo9b∆V1560M et 

gris pâle : le sauvetage.  Les barres d’erreur sont de 25 μm. 

 

Plusieurs paramètres ont été mesurés sur les INs ayant atteint la plaque corticale afin de 

quantifier les changements morphologiques. Le premier paramètre mesuré est le nombre de 

neurites rostraux. Ces neurites partent du corps cellulaire et se projettent vers l’avant. Ils vont 

former des branches afin d’échantillonner l’environnement, à la recherche d’indices attracteurs 

et répulsifs, puis une de ces branches sera consolidée et les autres seront rétractées afin 

d’orienter la cellule vers le gradient chimiotactile favorable. Les cellules de type sauvages 

exprimant le shARN témoin (n = 5 cerveaux, 29 cellules) ont en moyenne 1,03 ± 0,03 neurite 

rostral principal (Figure 10, E). De façon similaire, les cellules Myo9bkd (n = 5 cerveaux, 20 

cellules) ont en moyenne 1,12 ± 0,08 neurite rostral principal (Figure 10, E). Cependant, ce 

neurite rostral principal forme un nombre beaucoup plus important de branches que le neurite 

rostral principal des cellules témoins. En effet, les cellules Myo9bkd ont en moyenne 16,10 ± 
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2,45 branches contre 2,91 ± 0,22 branches pour les cellules témoins (ANOVA à un critère de 

classification avec correction post-hoc de Tukey : p = 5,42 x 10-7, Figure 10, F). Une autre 

différence marquée dans la morphologie de ces INs est la longueur totale des neurites rostraux. 

Les neurites rostraux des cellules Myo9bKd ont une longueur totale moyenne de 181,84 ± 9,40 

μm, soit une longueur totale beaucoup plus élevée que celle des cellules témoins qui est de 

81,16 ± 2,68 μm (ANOVA à un critère de classification avec correction post-hoc de Tukey  : p 

= 2,22 x 10-8, Figure 10,  G). Ces résultats suggèrent que la répression de Myo9b altère la 

morphogénèse des INs en migration. Ceci pourrait avoir un impact sur l’aspect dynamique de 

la migration des INs puisque la morphologie de leur neurite rostral n’est pas optimale pour une 

bonne migration, démontrant un déficit de rétraction des branchements non privilégiés, et 

possiblement un déficit dans l’échantillonnage de l’environnement à la recherche d’indices 

chimio-attracteurs.  

Les mêmes paramètres ont été mesurés sur les neurites caudaux. Ces neurites sont les 

prolongations caudales présentes après la nucléokinèse. De façon intéressante, le nombre de 

neurites caudaux principaux est grandement augmenté à la suite de la répression de Myo9b. 

Ainsi, les cellules Myo9bkd (n = 5 cerveaux, 20 cellules) présentent en moyenne 2,76 ± 0,65 

neurites caudaux principaux contrairement aux cellules témoins (n = 5 cerveaux, 29 cellules) 

qui en présentent en moyenne 0,8 ± 0,11 (ANOVA à un critère de classification avec correction 

post-hoc de Tukey : p = 0,003, Figure 10, H). Ainsi, chez les témoins, les neurites caudaux 

principaux ne sont pas présents chez tous les INs, tandis qu’il y en a en moyenne plus de 2 chez 

les cellules réprimées. De plus, chez les cellules témoins, les neurites caudaux principaux ont 

en moyenne 1,19 ± 0,08 branche. Le nombre de branches était toutefois augmenté chez les 

cellules Myo9bkd à 6,32 ± 1,26 branches (ANOVA à un critère de classification avec correction 

post-hoc de Tukey : p = 2,11 x 10-5, Figure 10, I). Finalement, la longueur totale de ces neurites 

passait de 10,89 ± 1,64 μm chez les cellules témoins à 72,74 ± 8,48 μm chez les cellules Myo9bkd 

(ANOVA à un critère de classification avec correction post-hoc de Tukey : p = 8,58 x 10-9, 

Figure 10, J). Ces résultats suggèrent que la répression de Myo9b pourrait perturber la migration 

des interneurones par l’incapacité d’effectuer une rétraction optimale des neurites caudaux.  

Afin de déterminer si la répression de Myo9b diminue la capacité des INs à atteindre la plaque 

corticale, j’ai quantifié le nombre de cellules Myo9bkd et le nombre de cellules témoins qui 
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atteignent le cortex sur le nombre total de cellules électroporées après 72 heures en culture. 

Ainsi, le pourcentage de cellules témoins qui atteignent le cortex n’est pas significativement 

différent de celui des cellules Myo9bkd qui l’atteigne, soit d’environ 16 % chez les témoins et 

14 % chez les INs après répression de Myo9b (n=3). Cependant, chez les cellules Myo9bkd, les 

cellules qui n’atteignent pas le cortex sont les cellules qui semblent les plus multipolaires. Ceci 

suggère que malgré la baisse d’expression de Myo9b, les cellules sont capables de migrer 

jusqu’à la plaque corticale dans une proportion similaire aux cellules témoins, mais que la 

répression possiblement plus forte dans certaines cellules altèrent leur morphologie et limite 

leur migration vers la plaque corticale. Enfin, le faible nombre de cellules électroporées ne nous 

permet pas d’évaluer la distribution finale des INs modifiés génétiquement au sein de la plaque 

corticale.     

Pour vérifier la spécificité du shARN, une expérience de sauvetage du phénotype a été 

effectuée. Ainsi, l’ADN codant pour la protéine MYO9b et résistant au shARN a été co-

électroporé avec le plasmide contenant le shARN. Les mêmes paramètres morphologiques ont 

été mesurés. Les cellules électroporées avec l’ADNc sauvage résistant au shARN ont un 

phénotype semblable à celui des cellules témoins, tel que présenté dans la figure 10. Ainsi, ces 

cellules ont un seul neurite rostral (n = 6 cerveaux, 14 cellules, Figure 10, E). Ce neurite a en 

moyenne 1,25 ± 0,40 branches et a une longueur totale de 65,3 ± 6,78 μm (Figure 10, F et G). 

Ces données ne sont pas significativement différentes de celles des cellules témoins, mais sont 

significativement différentes de celles des cellules Myo9bkd. Pour ce qui est des neurites 

caudaux, les cellules électroporées avec l’ADNc sauvage résistant au shARN avaient en 

moyenne 0,71 ± 0,31 neurite caudal principal (Figure 10, H). Ces neurites ne faisaient pas de 

branches. Ainsi, le nombre total de branches de ces neurites caudaux est de 0,71 ± 0,31 (Figure 

10, I). Finalement, la longueur totale de ces neurites est de 4,24 ± 1,66 μm (Figure 10, J). Ainsi, 

les cellules électroporées avec l’ADNc résistant au shARN sont identiques aux cellules témoins 

et significativement différentes des cellules Myo9bkd. Ces résultats suggèrent que le shARN 

ciblant Myo9b est spécifique à cet ARN messager, puisqu’il a été possible de faire le sauvetage 

du phénotype avec l’ADN codant pour Myo9b et résistant au shARN.   
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Effet de la mutation du patient 

Afin de déterminer si la mutation du gène MYO9B, retrouvée chez le patient atteint d’une 

encéphalopathie épileptogène aurait pu causer un défaut de migration des INs corticaux et 

induire l’épilepsie, une expérience de sauvetage avec l’ADN muté a été réalisée. Ainsi, l’ADN 

codant pour Myo9b, résistant au shARN et portant la mutation d’une valine pour une méthionine 

au codon 1560 a été co-électroporé avec le shARN ciblant la Myo9b. Les cellules obtenues 

avaient un changement de morphologie beaucoup moins marqué que les cellules Myo9bkd, tel 

que présenté à la figure 10.  

Comme les cellules témoins, les cellules Myo9bΔV1560M avaient une moyenne de 1,25 ± 0,14 

neurite rostral principal (n = 5 cerveaux, 25 cellules, Figure 10, E). Ces neurites avaient en 

moyenne 3,78 ± 0,25 branches, soit un nombre de branches significativement moins élevé que 

les cellules Myo9bkd , mais non statistiquement différent du nombre de branches des cellules 

témoins et des cellules sauvetages (ANOVA à un critère de classification avec correction post-

hoc de Tukey : p = 5,43  x 10-7, Figure 10, F). De plus, la longueur moyenne totale des neurites 

rostraux des cellules Myo9bΔV1560M est de 103,36 ± 21,5 μm (Figure 10, G). Cette valeur est non 

statistiquement différente de celle des cellules témoins. Cependant, la longueur moyenne totale 

des neurites rostraux des cellules contenant la mutation du patient est significativement 

différente des cellules Myo9bkd et des cellules sauvetages (ANOVA à un critère de 

classification avec correction post-hoc de Tukey : p = 2,22  x 10-8). 

Les mêmes paramètres ont été mesurés au niveau des neurites caudaux. Ainsi, les cellules 

Myo9bΔV1560M présentent une moyenne de 0,96 ± 0,14 neurites caudaux, soit un nombre 

similaire aux cellules témoins et aux cellules sauvetages, mais significativement moins élevé 

que les cellules Myo9bkd (ANOVA à un critère de classification avec correction post-hoc de 

Tukey : p = 0,003, Figure 10, H). Ces cellules ont un nombre moyen de branches semblable 

aux cellules témoins et aux cellules sauvetages, soit de 1,34 ± 0,12 branches (Figure 10, I). 

Cependant, ce nombre est encore une fois significativement inférieur au nombre moyen de 

branches des cellules Myo9bkd (ANOVA à un critère de classification avec correction post-hoc 

de Tukey : p = 2,11 x 10 -5). Finalement, la longueur moyenne totale des neurites caudaux est 

de  13,21 ± 5,52 μm chez les cellules Myo9bΔV1560M (Figure 10, J). Ces neurites ont une longueur 
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moyenne similaire à ceux des cellules témoins et des cellules sauvetages. Cependant, ils sont 

statistiquement moins longs que les neurites caudaux des cellules Myo9bkd (ANOVA à un 

critère de classification avec correction post-hoc de Tukey : p = 8,58 x 10 -9). Ces résultats 

suggèrent que le cDNA de Myo9b portant la mutation du patient permet de faire un sauvetage 

du phénotype retrouvé chez les cellules Myo9bkd. Ainsi, la mutation du patient n’aurait pas 

d’impacts sur la morphologie des cellules en migration selon les paramètres étudiés.   

  



 
 

Discussion 
 

 

Expression de MYO9b par les INs en développement et par les INs matures 

Dans cette étude, j’ai démontré pour la première fois que MYO9b est une protéine très 

importante pour la morphogenèse des INs corticaux en migration et que sa répression perturbe 

grandement leur morphologie. Mes résultats démontrent pour la première fois que MYO9b est 

exprimée tôt dans le développement embryonnaire murin et que son expression est maintenue 

jusqu’à l’âge adulte. Comme de fait, il est mentionné dans la littérature que  MYO9b est 

exprimée dans la plaque corticale au cours du développement embryonnaire et que son 

expression, même si elle diminue à l’âge adulte, perdure dans le cortex des rats (128).  Chez la 

souris, MYO9b est déjà présente dans le cerveau à E15,5 et ce, non seulement dans la plaque 

corticale, mais aussi dans les éminences ganglionnaires et dans la zone du manteau. Ainsi, 

MYO9b pourrait être un joueur clef du développement de plusieurs types de cellules nerveuses. 

En effet, l’importance de cette protéine pour le développement dendritique des neurones 

pyramidaux du cortex a été démontrée récemment. Ainsi, la répression de Myo9b par 

électroporation in utero à l’aide d’un ARN interférant induit une simplification de  l’arbre 

dendritique des neurones de l’hippocampe postnatal (128). Cependant, le rôle de MYO9b dans 

les INs n’était pas connu.  

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent, pour la première fois, que Myo9b est 

exprimée dans les INs tant à l’âge embryonnaire qu’à l’âge adulte. Myo9b est exprimée au stade 

embryonnaire dans les INs en migration, et ce, des éminences ganglionnaires à la plaque 

corticale. Ainsi, MYO9b pourrait être importante bien avant le développement dendritique des 

INs. De plus, Myo9b est exprimée dans les INs matures. À l’âge adulte, cette expression est 

beaucoup plus importante dans les cellules PV que dans les cellules SST.  

Les cellules PV représentent environ 40% des INs corticaux. Elles sont la source d’inhibition 

la plus rapide, la plus précise et la plus forte du cortex et sont essentielles pour le maintien des 

rythmes corticaux (8). Puisque les cellules PV sont les INs les plus abondants dans le cortex, il 
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est possible de se demander si une baisse de l’expression de Myo9b pourrait mener à des défauts 

d’inhibition corticaux. Comme de fait, des défauts d’inhibition par les INs corticaux sont 

impliqués dans plusieurs troubles neuro-développementaux comme l’épilepsie, tant chez 

l’humain que chez la souris (8). Au stade adulte, MYO9b pourrait être importante pour 

maintenir l’intégrité de la structure de la cellule. MYO9b est principalement exprimée dans le 

soma cellulaire dans les INs PV adultes. De plus, MYO9b est une myosine importante dans la 

dynamique du cytosquelette d’actine (132, 134, 136). Une baisse d’expression de MYO9b dans 

les cellules immunitaires cause un changement dans leur morphologie et forme des cellules 

beaucoup plus arrondies (132). Ainsi, une perturbation de MYO9b dans les cellules PV pourrait 

affecter leur morphologie (soma et dendrite) et, par le même fait, affecter leur connectivité et 

fonction. Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur l’impact de la répression de Myo9b 

dans les INs au stade embryonnaire. Cependant, l’impact de cette répression en postnatal sur la  

morphologie des INs PV adultes pourrait être vérifiée ultérieurement par répression génique de 

Myo9b dans des tranches corticales postnatales. En effet, il est possible d’effectuer cette 

répression dans des tranches corticales de cerveaux de souris à P5, puis en transfectant l’ADN 

contenant le shARN par biolystique à P8, en fixant à P30 et analysant par microscopie confocale 

et reconstruction neuronale les INs transfectés. 

De plus, d’autres cellules semblent exprimer MYO9b. Afin de caractériser l’expression de 

Myo9b dans les cellules du cortex, il serait important de vérifier le type de cellules qui expriment 

cette protéine par immunohistochimies. Ainsi, il serait possible de confirmer que les cellules 

exprimant MYO9b dans le cortex de souris adultes sont bien des INs et non des cellules 

pyramidales ou gliales. Il serait possible de vérifier cette hypothèse par immunohistochimie de 

la GFP et de Myo9b sur des cerveaux adultes de souris Dlx5/6cre;RCEEGFP dont tous les INs 

sont marqués par la GFP. Si toutes les cellules qui expriment Myo9b sont aussi GFP-positives, 

mon hypothèse sera confirmée.  

 

Changements morphologiques des INs à la suite de la répression de Myo9b 

La répression de Myo9b cause des changements morphologiques majeurs chez les INs en 

migration. Comme de fait, les cellules Myo9bkd présentent des neurites rostraux qui ont un 
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nombre de branches et une longueur totale beaucoup plus élevés que  ceux des cellules témoins. 

De plus, les cellules Myo9bkd présentent un nombre plus élevé de neurites caudaux qui sont plus 

longs et plus fortement branchés que ceux des cellules témoins. La correction du phénotype 

cellulaire à l’aide d’un cDNA résistant au shARN suggère que les modifications 

morphologiques objectivées sont effectivement dues à une répression de l’expression de Myo9b 

et ne sont pas simplement le reflet d’effets non-spécifiques du shARN. 

Les résultats morphologiques obtenus dans mes expériences sont étonnants si on les compare à 

la morphologie simplifiée des cellules immunitaires obtenues après répression de Myo9b. 

Cependant, cette différence morphologique peut être expliquée par le type de cellules étudiées. 

Comme de fait, dans les cellules immunitaires, la baisse d’expression de Myo9b cause une 

diminution de la dynamique des filaments d’actine. Ces cellules ont une morphologie beaucoup 

plus arrondie, puisqu’elles établissent des filopodes sans lamelipodes, et elles ont une motilité 

réduite (136). Il est possible qu’une diminution de la dynamique des filaments d’actine dans les 

INs n’altère par l’extension des neurites, mais qu’elle induise plutôt un défaut de rétraction des 

branches excédentaires des neurites rostraux et caudaux. Par opposition, chez les cellules 

cancéreuses, l’augmentation de l’expression de MYO9b augmente la motilité des cellules et, 

ainsi, leur vitesse de migration, mais ne semble pas perturber leur morphologie (133, 135).  

Les changements de morphologie objectivés après répression de Myo9b dans les INs pourraient 

refléter une perturbation de la cascade signalétique de la MYO9b, en particulier en lien avec 

son rôle dans le remodelage de l’actine. En effet,  MYO9b joue un rôle direct dans la dynamique 

de l’actine (137). MYO9b a un domaine de liaison à l’actine et la famille des myosines est déjà 

bien connue pour interagir avec l’actine (130). Comme de fait, MYO9b lie l’extrémité positive 

des filaments d’actine et catalyse l’hydrolyse de Rho-GTP par sa queue GAP. Ainsi, MYO9b 

inactive RhoA via sa queue GAP (137). RhoA est une kinase qui permet l’activation de la kinase 

ROCK. Cette protéine kinase permet la phosphorylation de la MLC et l’inactivation de la 

MLCP, permettant la contraction des fibres d’actine par l’activation de la myosine II. De plus, 

RhoA active la kinase LIMK, qui inhibe la cofiline, une protéine qui promeut la 

dépolymérisation de l’actine (Figure 5) (132). L’inhibition de Myo9b mène donc à une 

suractivation de RhoA qui stabiliserait les filaments d’actine, ce qui pourrait expliquer les 

défauts de rétraction des neurites. De plus, RhoA est une protéine importante pour la 
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polarisation cellulaire (138). Comme de fait, les cellules immunitaires n’exprimant pas la 

MYO9b avaient des défauts de la polarisation cellulaire résultant en des cellules rondes 

incapables de former de lamelipodes (136).   

Les défauts de polarisation pourraient être caractérisés par une morphologie différente dans les 

cellules neuronales et dans les cellules immunitaires. Effectivement, de façon normale, au 

niveau neuronal, une diminution de l’activation de RhoA induit la polarisation des neurones, 

passant d’une cellule multipolaire à une cellule bipolaire (139). Cette polarisation est essentielle 

à la migration des cellules neuronales, puisqu’elle permet aux neurones de suivre un gradient 

chimiotactile. Ainsi, par l’inhibition de RhoA, MYO9b pourrait favoriser la polarisation des 

INs en migration. À l’inverse, une diminution d’expression de MYO9b pourrait engendrer une 

morphologie multipolaire et ainsi, perturber la migration des neurones. En accord avec cette 

hypothèse, les INs Myo9bkd en migration semblent multipolaires, c’est-à-dire qu’ils semblent 

ne pas avoir un pôle antérieur et un pôle postérieur clair et forment plusieurs neurites au départ 

du corps cellulaire.  

La morphologie multipolaire des INs Myo9bkd ressemble beaucoup à la morphologie des 

cellules pyramidales multipolaires PIWIL1kd. Ces cellules présentent un nombre de neurites 

primaires plus élevé que les cellules de type sauvage, sans faire la différence entre les neurites 

rostraux et caudaux. De plus, les images fournies par les auteurs suggèrent que ces neurites font 

plus de branches (140). PIWIL1 est impliquée dans la stabilisation et dans l’expression des 

microtubule-associated proteins (MAPs), protéines qui régulent la dynamique des MTs. Une 

baisse d’expression de PIWIL1 mène à une moins grande expression de MAPs et ainsi, à des 

cellules multipolaires. Dans les cellules Myo9bkd, l’augmentation de l’activité de RhoA causée 

par la baisse d’expression de MYO9b est la cause la plus probable de la mauvaise polarisation 

des INs qui expliquerait le nombre de neurites élevés. Cependant, il est aussi possible qu’une 

interaction entre MYO9b et les MTs soit essentielle pour la polarisation cellulaire. Ainsi, une 

baisse de MYO9b causerait des défauts au niveau des MTs perturbant la polarisation cellulaire. 

Des études fonctionnelles seront nécessaires pour valider cette hypothèse.  

Les INs en migration expriment fortement le récepteur ROBO (82). Ce récepteur est important 

puisqu’il lie la chimiokine attractive SLIT. Ainsi, la cellule est capable de suivre le gradient 
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chimiotactile de SLIT. Une étude a récemment démontré, dans des cellules cancéreuses du 

poumon, une interaction entre le récepteur ROBO et la MYO9B permettant une régulation plus 

précise de RhoA (133). Ainsi, en interagissant avec ROBO, MYO9b devient inactive, ce qui 

permet une activation plus élevée de la protéine RhoA et donc moins de migration des cellules 

cancéreuses (133).  Au niveau neural, cette interaction pourrait aussi avoir lieu. Ainsi, la liaison 

entre ROBO et SLIT mènerait à l’inactivation de MYO9b et à l’augmentation de l’activité de 

RhoA,  permettant la stabilisation du neurite rostral principal qui suit le gradient chimiotactile 

et l’orientation de l’IN dans la bonne direction. Il se peut que la répression de Myo9b empêche 

l’interaction entre MYO9b et ROBO. Ainsi, la liaison de SLIT au récepteur ROBO ne 

permettrait pas d’inactivé MYO9b, et donc, la protéine RhoA resterait moins active dans les 

neurites rostraux. Une diminution de RhoA mène à une augmentation de la dynamique de 

l’actine, ce qui expliquerait le nombre de branches plus élevé.  

En regardant du côté des MTs, aucune association entre MYO9b et la tubuline n’a encore été 

explorée. Cependant, mes résultats démontrent que MYO9b colocalise avec la β3-tubuline au 

stade embryonnaire. Puisque MYO9b a un domaine GAP, il est possible que cette protéine 

interagisse aussi avec la tubuline. La colocalisation entre MYO9b et la β3-tubuline pourrait 

signifier un rôle de MYO9b dans la dynamique des MTs. La tubuline libre est liée au GTP. 

Lorsqu’elle est incorporée aux MTs, la GTP est hydrolysée en GDP, rendant la tubuline 

beaucoup moins stable, ce qui favorise la dépolymérisation. Durant la migration des INs, les 

MTs permettent l’extension et la rétraction des neurites rostraux et caudaux, ainsi que la 

nucléokinèse (103). MYO9b pourrait favoriser la dépolymérisation des MTs en hydrolysant la 

GTP liée à la tubuline en GDP et ainsi favoriser la rétraction des neurites rostraux et caudaux. 

Comme de fait, les cellules Myo9bkd semblent avoir des neurites beaucoup plus longues ce qui 

pourrait être dû à un défaut de rétraction. Ces défauts pourraient être mis en évidence avec 

l’imagerie en temps réel. Ainsi, en co-électroporant le shARN ciblant (ARNm) Myo9b et la 

tubuline marquée à la GFP, il serait possible de voir si MYO9b est importante pour la 

dynamique des MTs en regardant la polymérisation et la dépolymérisation de la tubuline. Ainsi, 

il sera possible de vérifier si le réseau de MTs est instable lorsque Myo9b est réprimée. Une 

dynamique perturbée pourrait signifier une interaction directe entre MYO9b et la tubuline qui 

pourrait être confirmée par des études de co-immunoprécipitation. Ainsi, une co-précipitation 
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de MYO9b avec la tubuline signifierait une interaction entre ces deux protéines. La nature de 

cette interaction pourrait être étudiée par la suite.   

Enfin, mes résultats suggèrent que certains INs MYO9bkd sont capables de migrer vers le cortex. 

Cependant, puisque les INs modifiés qui prennent une apparence multipolaire tendent à rester 

près de la MGE, il est possible que le degré de répression de Myo9b diffère d’une cellule à 

l’autre (par exemple selon le nombre de copies du plasmide électroporé dans chaque IN). Il 

serait intéressant de vérifier le niveau de Myo9b résiduel dans les INs électroporés, par exemple 

par le biais de rtPCR unicellulaire (single-cell). 

De plus, il est possible que les INs qui arrivent à migrer vers la plaque corticale aient une 

motilité réduite ou un chemin de migration différent ou que cette migration prenne beaucoup 

plus de temps que celle des cellules témoins. Cela pourra être vérifié ultérieurement par 

microscopie en temps réel puisque nous pourrons alors quantifier la vitesse et la trajectoire de 

migration des INs, par exemple en imageant les INs électroporés de façon sériée à toutes les 15 

minutes sur une période de quelques heures.  

 

L’effet de la mutation Myo9bΔV1560M sur les INs en migration  

La mutation identifiée par l’équipe de la Dre Rossignol chez un patient atteint 

d’encéphalopathie épileptogène est une substitution d’une méthionine pour une valine à la 

position 1560 du gène MYO9B. Cette mutation, prédite pathogène par les scores PolyPhen et  

SIFT, est présente dans le segment compris entre les domaines IQ et le domaine GAP de la 

protéine MYO9b. Cette portion de protéine n’a pas encore de rôle défini, mais pourrait 

permettre des interactions spécifiques avec des protéines importantes pour le développement 

des INs. Les paramètres observés chez les INs Myo9bΔV1560M ne sont pas significativement 

différents de ceux des cellules témoins. Le changement d’acide aminé ne doit pas être crucial à 

la stabilité de la protéine, puisque la transfection de l’ADN muté permet de faire un sauvetage 

du phénotype observé par la répression de Myo9b.  Si cet acide aminé avait joué un rôle dans 

la stabilité de la protéine, le changement de la méthionine pour la valine aurait déstabilisé la 

protéine qui n’aurait pu remplir son rôle ou qui aurait été rapidement dégradée, l’empêchant 
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encore une fois de remplir son rôle. Ainsi, les cellules auraient eu un phénotype semblable à 

celui des cellules Myo9bkd.  

La mutation induite dans les cellules Myo9bΔV1560M n’a pas d’impact significatif sur les 

paramètres observés au stade embryonnaire. Cependant, ces résultats ne permettent pas de 

conclure que la mutation n’est pas pathogène. En effet, cette mutation pourrait avoir un impact 

sur la dynamique de la migration des INs. Ainsi, l’imagerie en temps réel permettrait de vérifier 

l’impact de la mutation sur la migration des INs, par exemple en quantifiant la vitesse de 

migration,  la distance ou le parcours des INs modifiés.  De plus, la mutation du patient pourrait 

ne pas avoir d’impact sur la migration des INs, mais avoir un impact sur le développement 

postnatal des INs. La co-transfection du shARN et de l’ADNc contenant la mutation du patient 

permettrait ainsi de vérifier et de quantifier les changements morphologiques des INs matures. 

Finalement, la mutation du patient pourrait avoir un rôle postnatal important pour la fonction 

des INs. Ainsi, il se peut que la méthionine soit importante pour une interaction spécifique avec 

une autre protéine. Ainsi, le changement de cet acide aminé perturberait cette interaction 

spécifique causant un défaut dans la morphologie ou dans le rôle des INs. 

 

Limites 

L’électroporation ex vivo embryonnaire a été une méthode ardue à mettre au point, ayant 

nécessité près d’un an de travail, ce qui a limité l’avancement de mes expériences. Cependant, 

une fois en place, cette méthode permet de vérifier rapidement l’implication de gènes dans le 

développement embryonnaire et sera utile pour la validation d‘autres gènes identifiés 

ultérieurement par le laboratoire de la Dre E. Rossignol.  

La culture organotypique permet de garder un environnement moins perturbé que les cellules 

en culture, puisqu’elle permet de garder la structure cérébrale avec tous les types de cellules et 

de morphogènes présents à ce stade de développement. Cependant, l’électroporation ex vivo, 

ainsi que la mise en culture des tranches ne sont possibles qu’à la suite de nombreuses 

manipulations. Ainsi, il se peut que ces manipulations à elles seules perturbent le 

développement embryonnaire de l’encéphale. Une confirmation du phénotype in vivo devrait 

toujours être requise pour soutenir les hypothèses. À cet effet, nous avons établi une 
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collaboration avec le Dr M. Bähler (U. Muenster) afin d’obtenir une lignée de souris porteuses 

d’une délétion conditionnelle du gène Myo9b (souris Myo9bflox/flox). Afin de vérifier si 

l’altération morphologique des INs en migration observée in utero a aussi lieu in vivo, nous 

effectuerons une délétion conditionnelle de Myo9b dans les INs en générant des souris 

Dlx5/6cre;Myo9bflox/flox. Ces souris seront investiguées ultérieurement afin d’évaluer la 

morphologie de INs en migration, la vitesse et la distance parcourue par ces INs, ainsi que la 

distribution finale des INs corticaux chez les mutants en période postnatale. De plus, nous 

pourrons alors évaluer l’impact de la perte ciblée de Myo9b dans les INs sur le fonctionnement 

cérébral, par exemple en évaluant le seuil convulsif et les capacités cognitives des souris 

mutantes comparées à leurs fratries sauvages. 

Ce mémoire décrit bien le phénotype obtenu suite à la répression de l’expression de Myo9b 

dans les INs. Ce phénotype est marqué. Cependant, l’impact de ces changements sur la 

dynamique de la migration des INs devra être exploré ultérieurement, par exemple par le biais 

de l’imagerie en temps réel. De plus, aucune étude fonctionnelle n’a été réalisée afin d’explorer 

les mécanismes sous-jacents par lesquels la répression de Myo9b entraine ces changements 

morphologiques. Des études fonctionnelles seront entreprises ultérieurement afin d’explorer les 

hypothèses émises dans la section discussion de ce mémoire, en particulier sur l’impact de la 

répression de Myo9b sur l’activité de RhoA.  

Finalement, j’ai dû limiter mes expériences à l’étude des rôles embryonnaires de Myo9b dans 

les INs. Cependant, compte tenu du rôle de Myo9b dans le développement dendritique des 

cellules pyramidales, il est possible de se demander si cette protéine joue aussi un rôle dans le 

développement dendritique des INs durant la phase posnatale. Ainsi, des cultures 

organotypiques postnatales pourraient être faites ultérieurement afin de vérifier l’implication 

de Myo9b dans le développement dendritique des INs en période postnatale.  

 

Perspectives 

MYO9b est une protéine dont les fonctions sont encore peu connues. Son rôle dans les cellules 

immunitaires, ainsi que les cascades signalétiques induites par son activation, sont de mieux en 

mieux décrits. Cependant, son rôle dans le développement neuronal demeure peu exploré et est 
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limité au développement dendritique des cellules pyramidales. Cette étude a permis de 

caractériser la localisation neuronale de MYO9b en période embryonnaire et postnatale et a pu 

démontrer son rôle dans la migration des INs corticaux pour la première fois. Cette étude élargit 

notre compréhension des mécanismes de la migration tangentielle des INs corticaux et du 

processus de polarisation cellulaire des INs en migration, ainsi que des conséquences d’une 

mauvaise polarisation. De plus, MYO9b a été mise en évidence par une étude d’exome chez 

des patients atteints d’encéphalopathies épileptogènes ne présentant aucune malformation 

corticale (3). Si la mutation dans cette protéine est à l’origine de ces encéphalopathies, les 

recherches sur l’implication de celle-ci dans le développement de l’encéphale sont importantes. 

Ainsi, une meilleure compréhension de la genèse de cette maladie pourrait permettre un 

meilleur suivi thérapeutique pour ces enfants, soit en ciblant la voie signalétique déficiente par 

cette mutation ou, dans un futur rapproché, en ciblant directement cette mutation par une 

thérapie génique personnalisée. De plus, avec de meilleures connaissances sur ce gène, il sera 

possible d’offrir aux parents de ces enfants un conseil génétique adapté durant lequel des 

informations plus précises pourront être communiquées. 

Finalement, plusieurs expériences restent à faire afin de valider l’implication de Myo9b dans la 

migration (imagerie en temps réel) et le développement dendritique des INs corticaux. Des tests 

fonctionnels pourront être faits pour déterminer la voie touchée par la diminution de 

l’expression de Myo9b, tout d’abord, par des immunohistochimies, afin de vérifier la 

localisation de certaines protéines comme RhoA-GTP, puis par des études de co-

immunoprécipitation, pour déterminer les protéines intéragissant avec Myo9b. Aussi, des études 

in vivo permettront de caractériser l’impact de l’ablation sélective de Myo9b dans les INs in 

vivo chez des souris Dlx5/6cre;Myo9b flox/flox, afin d’en évaluer les conséquences en terme 

d’épilepsie et de troubles cognitifs. Ainsi, des EEG pourront être effectués chez ces souris pour 

vérifier la présence d’épilepsie. De plus, il sera possible de faire des tests comportementaux 

chez ces souris afin de déterminer l’impact cognitif de la perte de Myo9b dans les INs. Toutes 

ces expériences permettront d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes de 

migration des INs corticaux. 

  



 
 

Conclusion 
 

La migration tangentielle des INs est un processus complexe qui implique un grand nombre de 

protéines. Ce processus complexe peut être perturbé à plusieurs niveaux et, ainsi, engendrer des 

défauts de migration de gravité variable. Les perturbations significatives de la migration des 

INs pourraient causer des maladies graves sans traitement efficace à ce jour pour corriger ou 

compenser les défauts de migration. Plusieurs mutations dans des gènes codant pour des 

protéines potentiellement impliquées dans la migration des INs ont été identifiées chez des 

patients souffrant d’encéphalopathie épileptogène (3). L’étude présentée dans ce mémoire a 

permis d’identifier pour la première fois le rôle de Myo9b  dans la migration des INs. Ainsi, la 

diminution de l’expression de ce gène mène à une perte de polarisation des INs, menant à des 

neurites rostraux plus longs et plus branchés et à un nombre plus élevé de neurites caudaux plus 

long et plus branchés. Ce défaut morphologique majeur pourrait perturber la migration des INs, 

causant à plus long terme, des défauts d’inhibition corticaux entrainant une épilepsie. La 

mutation du gène MYO9b trouvée chez un patient atteint d’encéphalopathie épileptogène ne 

cause pas de défaut morphologique majeur chez les INs en migration. Cependant, cette mutation 

pourrait avoir un impact au niveau de la dynamique de la migration des INs ou au niveau 

morphologique des INs post-nataux. Noss résultats démontrent l’importance de cette protéine 

dans la morphogenèse des INs corticaux et dans leur migration. En favorisant une meilleure 

compréhension du rôle de Myo9b dans le développement des INs, notre étude permet d’offrir 

un meilleur diagnostic aux patients et éventuellement de développer des thérapies plus efficaces 

pour ceux-ci. 
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