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Afadine Actin Filament binding protein
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aPKC : atypic Protein Kinase C

aRGC : apical Radial Glia Cell ou Cellule de la Glie Radiaire apicale
Brat : Brain tumor

bRGC : basal Radiale Glia Cell ou Cellule de la Glie radiaire basale
BSA : Bovine Serum Albumin ou Albumine de Sérum Bovin
C. elegans : Caenorhabditis elegans

CamKII : Ca** Calmodulin dependante Kinase ||

CC : Cellule Ciliée

CCE : Cellule Ciliée Externe

CCI : Cellule Ciliée Interne

Cdc42 : Cell division Control 42

Celsr : Cadherin EGF LAG Seven-pass G-type Receptor
CP : Cortical Plate ou Plaque Corticale

CR : Complement Receptor domain

CS : Cellule de Soutien

D-G : Droite-Gauche

D-V : Dorso-Ventral

Daple : Dvl1-Associating Proteins with a high frequence of Leucine
dB : Décibels

DEP : Dishevelled EGL10 Plechstrin

Dgo : Diego

dinsc : Drosophila Inscuteable

DIX : Dishevelled Axin

DLG : Discs Larg

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DPOAE : Distortion Product OtoAcoustic Emission

DRok : Drosophila Rho associated Kinase

Dvl/Dsh : Dishevelled

E : stade Embryonnaire

EC : Extension/Convergente

EML1 : Echinoderm Microtubule-associated protein Like 1
ENU : N-Ethyl-N-Nitroso-Urea

Eps8L2 : Epidermal growth factor receptor Pathway Substrate 8 Like 2
FBM : Facial Branchiomotor ou branchiomoteur du visage
FERM : F pour 4.1 protein, E pour Ezrin, R pour Radixin et M pour Moesin
Fmi : Starry Night/Flamingo

Fz : Frizzled

Guai : Heterotrimeric G alphai

Gnai : Géne codant pour les protéines Gai

GOA / GPA: Guanine nucleotide-binding protein

GPR: G Protein regulator

GUK : GUanylate Kinase

HNL : Harmonin N like
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Hz : Hertz

IGG : indusium Griseum Glia

Insc : Inscuteable

IPC : Intermediate Progenitor Cell ou Cellule Progénitrice Intermédiaire
IQ : Calmodulin binding motif

IZ : Intermediate Zone ou Zone Intermédiaire
JAM : Junctional Adhesion Molecules

KO : Knock-Out

LCR : liquide céphalorachidien

Lgl : Lethal Giant Larvae

LGN : Leucine-Glycine-Asparagine repeats
LIN-5 : Abnormal cell linéale-5

LP : Loop tail

MDCK : Madin-Darby-Canine-Kidney Cells
MG : Midline Glia ou ligne médiane

MGE / CGE : Eminences Ganglionnaires Médiales ou Caudales
minsc : Mammalian Inscuteable

Mira : Miranda

Mpdz/Mupp1 : Multiple PDZ domaine protein
mPins : Mammalian Partner of Inscuteable
MPP5 : Membrane-associated Palmytoylated Protein 5
Mud : Mushroom body defective

Mwh : Multiple Wing Hair

Myo15 : Myosine 15

MyTh4 : MYosin Tail Homology 4

MZ : Marginal Zone ou Zone Marginale
NMDAR : N-Methyl-D-Aspartate receptor
NuMA : Nuclear Mitotic Aparratus protein

P : stade Post natal

P-D: Proximo-distal

Pals1 : Protein Associated With Lin7 1

Par : Partition défective

Patj : Pals1-Associated Tight Junction

PB1 : Phox/Bem1 domain

PBS : Phosphate-buffered saline

PCP : Polarité Cellulaire Planaire

PDZ : Post Synaptic Density protein 95 (PSD95) — Drosophila disc Large tumor suppressor
(Dlg1) — Zonula occludens-1 (ZO-1)

PDZBD : PDZ Binding Domain

PEA : Potentiels Evoqués Auditifs

PEI : Polyethylenimine

PH : Pleckstrin Homology domain

Pk : Prickle

PKC-3 : Protéine Kinase C like 3

Pros : Prospero

Scrib : Scribble

Sdt : Stardust

Semi-CRIB : Cdc42/Rac Interaction Binding domain
sFRP : Secreted Frizzled Related Protein
SH3 : Src Homology 3

SNC : Systéme Nerveux Central



SP : Subplate ou sous plaque

SVZ : Subventricular Zone ou Zone Sousventriculaire
SynGAP : Synaptic - GTPase Activating Protein
TJ : Tight Junction ou jonction serrée

TPR : Tetratricopeptide Repeat

Vang/Stbm : Van Gogh/Strabismus

Vangl : Van gohg like

vGLUT1 : Vesicular Glutamate Transporter 1
VZ . Ventricular Zone ou zone ventriculaire
WDR81 : WD Repeat-containing proteins 81

ZA : Zonula Adherens

Z0 : Zonnula Occludens
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Résumé / Abstract



Bases moléculaires de la physiopathologie de la voie de signalisation de la

polarité planaire dépendante des protéines Gi

La perte auditive est le trouble sensoriel le plus commun avec 40% des personnes de plus
de 65 ans affectées, entrainant, chez ces patients une dégradation de leur qualité de vie et un
isolement sociale. Les principales causes sont le vieillissement ou I'exposition au bruit, mais les
mutations génétiques sont aussi a I'origine de déficits auditifs. Parmi ces surdités, le Syndrome
de Chudley McCullough (CMCS) est une maladie rare caractérisée par une surdité sévere et
précoce associée a des anomalies cérébrales (Chudley et al., 1997). Récemment, des mutations
du géne GPSM?2 (G protein signaling modulator 2) ont été décrites comme étant responsables de
cette pathologie sans que I'on en connaisse les mécanismes (Walsh et al., 2010). A l'aide d'un
modele d'étude murin de cette pathologie, nous avons identifié les bases moléculaires de la
pathologie ainsi qu'une nouvelle fonction moléculaire pour Gpsm2 sur la modulation du
cytosquelette d’actine. La perturbation de cette fonction affecte a la fois la maturation des cellules
auditives et la croissance des jeunes neurones, pouvant expliquer les surdités et I’hypoplasie du
corps calleux décrits chez ces patients (Mauriac et al., 2017). De plus, nous avons identifié les
partenaires de Gpsm2, les protéines Gai, comme indispensables a la fonction auditive (Beer-
Hammer et al., 2018). Au niveau moléculaire, nous avons découvert une nouvelle interaction de
Gpsm2 avec une protéine essentielle a la maturation des cellules auditives et impliquées dans les

surdités de type Usher, la Whirlin.

Par conséquent, notre étude a permis de clarifier I'étiologie du CMCS et de montrer que
sa complexité et son aspect multisyndromique sont dus au réle multifonctionnel du complexe
Gpsm2/Gai non seulement sur la dynamique de la tubuline dans des cellules en prolifération et

en post-mitotiques (Ezan et al., 2013), mais aussi sur la dynamique d’actine (Mauriac et al., 2017).

Mots clés : Polarité, Gpsm2, Cytosquelette, Pathologie rare, Cochlée, Corps calleux.
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Molecular basis of the physiopathology of the planar cell polarity signaling

pathway depending on Gi proteins

Hearing loss is the most common sensory disorder, affecting 40% of people over 65 years
old, leading for these patients, to the deterioration of their quality of life and to their social isolation.
The main causes are aging or exposure to noise. However, many genes can also cause deafness.
Among these deafnesses, the Chudley McCullough Syndrome (CMCS) is a rare disease
characterized by severe and early deafness associated with brain abnormalities (Chudley et al.,
1997). Recently, mutations in the GPSM2 (G protein signaling modulator 2) gene were found to
be causative of this pathology, but the molecular basis were unknown (Walsh et al., 2010). Using
a murine model of this pathology, we identified the molecular basis of this pathology as well as a
new molecular function for Gpsm2 on the modulation of actin cytoskeleton. The disruption of this
function leads to defect of the maturation of auditory hair cells and the reduction of the outgrowth
of young neurons which may explain the deafness and the hypoplasia of the corpus callosum
described in these patients (Mauriac et al., 2017). In addition, we identified partners of Gpsm2,
Gai proteins, as essential for auditory function (Beer-Hammer et al., 2018). At the molecular level,
we have discovered a new interaction of Gpsm2 with a protein essential for the maturation of

auditory cells and involved in Usher type deafness, Whirlin.

Therefore, our study clarified the etiology of CMCS and show that the complexity and
multisyndromic aspect of this pathology is due to the multifunctional role of the complex
Gpsm2/Gai not only on tubulin dynamics in proliferating cells and post-mitotic cells (Ezan et al.,

2013), but also on actin dynamics (Mauriac et al., 2017).

Keywords : Polarity, Gpsm2, Cytoskeleton, Rare disease, Cochlea, Corpus callosum.
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Chapitre | : La polarité cellulaire

A. Définitions et généralités sur la polarité

Les mammiféres, comme I'ensemble des organismes pluricellulaires, sont des organismes
polarisés. Afin d’orienter 'organisme dans I'espace, on définit trois axes de polarité externe :

- L’axe Antéro-Postérieur ;

- L’axe Dorso-Ventral ;

- L’axe Droite-Gauche.

La polarité externe est facile a déterminer et fait souvent référence a des axes de symétrie.
Mais ce n’est pas aussi simple lorsqu’on parle de polarité interne. En effet, pour des organes, des
tissus ou méme des cellules, les axes de polarité sont plus difficiles a déterminer. C’est dans ces
conditions que la notion de polarité prend tout son sens. On la définit comme une absence de
symétrie dans le plan de I'organisme. Les différentes polarités nécessaires a I'établissement de
'organisme sont les suivantes :

La polarité Droite-Gauche (D-G) ;
La polarité Apico-Basale (A-B) ;
Et la Polarité Cellulaire Planaire (PCP).

B. La polarité Droite-Gauche (D-G)

De I'extérieur, les vertébrés présentent une symétrie quasi parfaite, pourtant ce n’est pas le
cas au niveau de l'organisation des organes internes. Par exemple, chez 'homme, le coeur est
situé a gauche et le foie a droite. La mise en place de cette polarité D-G est déterminée trés t6t
au cours de I'embryogénése avant méme la mise en place des organes. La mise en place du
noeud embryonnaire est déterminante pour cette polarité. Il est formé par linvagination des
cellules de I'épiderme qui vont constituer le mésoderme au-dessus de I'endoderme. Les trois
feuillets de 'embryon sont alors mis en place. Les cellules du mésoderme possedent un cil motile
en position distale a leur surface apicale qui pointe vers la partie postérieure de I'embryon. Ces
cils battant de fagon coordonnée de la droite vers la gauche conduisent a la formation d’'un flux
liquidien orienté vers la gauche. Ce mouvement permet la restriction asymétrique de I'expression
du géne Nodal a la surface de 'embryon. Ce mécanisme est a 'origine d’une rupture de I'axe de
symétrie de 'embryon caractérisant alors I'axe D-G (Gros, 2009; Hashimoto and Hamada, 2010).
De nombreuses études définissent cette rupture de symétrie par I'apparition de I'expression
asymeétrique des génes centraux de la voie de signalisation de la Polarité Cellulaire Planaire (PCP)

a la surface apicale de ces cellules (Antic et al., 2010; Aw and Levin, 2009). En effet, I'expression
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asymétrique des protéines de la voie de signalisation de la PCP guide la migration et le
positionnement correct du cil au pdle postérieur a la surface apicale de la cellule (Antic et al.,
2010). Ainsi, la mutation de génes de la PCP conduit a une perturbation de la mise en place de
'axe D-G de I'embryon due a un mauvais positionnement du cil (Song et al., 2010). Cette
perturbation peut aboutir a des pathologies telles que le situs invertus (1 cas sur 10000) ou les
organes sont inversés (Blum and Ott, 2018). Mais ce mécanisme est aussi indispensable a
I'échelle de I'organe. En effet, bien que les mécanismes permettant la mise en place de la polarité
D-G ne soient pas encore totalement élucidés au niveau des organes, une étude récente met en
évidence que I'absence de battement des cils au niveau du nceud embryonnaire conduit a un
défaut morphologique et de positionnement du coeur. Chez ’homme le coeur est situé a gauche
et pointe vers la gauche. Cependant, dans certains cas, comme lors de la mutation du gene
Dnaic1 nécessaire a la motilité du cil, l'orientation et la morphologie du cceur sont perturbées
(Francis et al., 2012).

C. La polarité Apico-Basale (A-B)

La polarité A-B permet de définir un pdle apical, en contact avec le milieu extracellulaire,
opposé a un pble basolatéral, éloigné du milieu extracelullaire. Les cellules intestinales sont
d’excellents exemples pour visualiser cette asymétrie cellulaire. Ces cellules possédent un péle
apical, en contact avec la lumiére intestinale, formé de microvillosités essentielles a I'absorption
des nutriments et d’'un pdle basolatéral, dépourvu d’appendice, a 'opposé de la lumiére intestinale
et donc du milieu extracellulaire. Afin de maintenir cette asymétrie et une fonctionnalité du tissu,
les cellules épithéliales possédent des jonctions cellulaires qui sont des séparateurs physiques
empéchant la diffusion de molécules du domaine apical vers le domaine basolatéral et vice versa.
Cette cohésion tissulaire fait intervenir deux catégories de jonctions intercellulaires : les jonctions
serrées (Tight junction (TJ) ou Zonula Occludens (ZO)) qui délimitent le domaine apical, et les
jonctions adhérentes (Adherens Junction (AJ) ou Zonula Adherens (ZA)) situées sous les TJ, et
qui définissent le début du domaine basolatéral (Shin et al., 2006; Wang and Margolis, 2007). Les
TJ sont composées de trois familles de protéines transmembranaires qui forment des liaisons
homophiliques entre elles : les occludines, les claudines et les JAM (Junctional Adhesion
Molecules). Elles ont pour fonction principale de créer une barriére de perméabilité sélective pour
conserver une différence de composition entre les domaines apical et basolatéral. Par le biais
d’'une interaction directe ou indirecte avec les protéines Zonula Occludens (ZO1 a 3), elles
possédent un lien avec le cytosquelette d’actine. Quant aux AJ, elles sont enrichies en cadhérines

et nectines formant entre elles des liaisons homophiliques. Les caténines permettent de faire le
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lien entre les microfilaments d’actine et les cadhérines alors que 'afadine (Actin Filament binding
protein) permet la jonction entre les microfilaments d’actines et les nectines (Niessen, 2007). Le
maintien de cette architecture est essentiel a la mise en place de la polarit¢ A-B et au bon

fonctionnement tissulaire.

La mise en place de cette polarité nécessite une distribution asymétrique de trois complexes
protéiques spécifiques. Un complexe basolatéral, composé des protéines Scribble, Lgl (Lethal
Giant Larvae) et DIg (Discs Large) et deux complexes apicaux qui sont :

Le complexe Crumbs : formé des protéines Crumbs, Pals1 (Protein Associated With Lin7
1 ou Stardust chez la drosophile), et Patj (Pals1-associated tight junction).
Et le complexe Par : formé des protéines Par6, Par3 (ou Bazooka chez la drosophile) et

aPKC (atypical Protein Kinase C).

Ces complexes de polarité, initialement découverts chez les invertébrés, sont conservés au
cours de I'évolution et ont beaucoup été décrits chez les mammiféeres. Cependant, de nombreuses
duplications et translocations de ces génes au cours de I'évolution ont fait apparaitre de nombreux
homologues chez les mammiféres conduisant souvent a une redondance de fonction, ce qui rend
plus difficile I'étude de ces génes chez les mammiféres. C’est pour ces raisons que les invertébrés
restent d’excellents modéles d’études pour la compréhension des mécanismes avant de pouvoir
faire un paralléle chez les mammiféres. J’ai donc choisi de vous décrire la découverte et la fonction
de ces complexes de protéines spécifiques intervenant dans la mise en place de la polarité A-B

chez les invertébrés puis chez les mammiféres.
1. Le complexe Par
a. Découverte du complexe Par chez les invertébrés

C’est en 1988 que le Dr Kemphues découvrit les protéines du complexe Par (Partition
défective) en analysant la premiére division asymétrique du Caenorhabditis elegans (C. elegans).
Il identifia ainsi six protéines Par, indispensables a la mise en place de la polarité chez cet
organisme. Par1 et 2 sont accumulées au pdle Postérieur du zygote alors que Par3 et 6 sont
accumulées au pbOle Antérieur et Par4 et 5 sont cytosoliques. Ces protéines sont mutuellement
dépendantes, c’est-a-dire que I'absence de I'une affectera I'expression asymétrique des autres.
Cette perturbation aura pour conséquence une perte de polarité et un défaut de développement
chez cet organisme (Kemphues et al., 1988). Ce n’est que plus tard que le Dr Tabuse découvrit

I'existence de PKC-3 (Protein Kinase C like 3), une protéine associée a la protéine Par3 lors de
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la mise en place de la polarité chez le C. elegans. C’est alors que le complexe Par3/Par6/PKC-3
fut décrit comme étant au coeur du processus de la mise en place de la polarité de 'organisme
(Tabuse et al., 1998).

b. Complexe Par chez les mammiféres

Chez les mammiferes le complexe Par, composé des protéines Par6, Par3 et aPKC, est un

complexe protéique régulateur essentiel a I'établissement de la polarité cellulaire A-B.

e Par6

Chez les mammiféres, il existe 4 isoformes de Par6 : Par6A, B, C et D qui possédent des
profils d’expression différents en fonction des tissus. Ces isoformes ont des fonctions similaires
et sont composées de trois domaines protéiques conservés au cours de I'évolution : un domaine
PB1 (Phox/Bem1), un domaine semi-CRIB (Cdc42/Rac Interaction Binding) et un domaine PDZ
(Post synaptic density protein 95 (PSD95) — Drosophila disc large tumor suppressor (DIg1) —
Zonula occludens-1 (Z0O-1)) (Assémat et al., 2008) (figure 1).

e Par3

Il existe deux isoformes de Par3 chez les mammiféres : Par3A et Par3B. Chacune de ces
isoformes est exprimée de fagon préférentielle dans certains tissus. Par3A est I'isoforme la plus
largement exprimée dans les tissus et par conséquent la plus étudiée. Les protéines Par3 sont
stabilisées au niveau des TJ dans les cellules épithéliales de mammifére. Elles sont composées
d‘un domaine N-terminal CR1 (Complement Receptor 1), de trois domaines PDZ et d’'un domaine
CR3 (Complement Receptor 3) (Assémat et al., 2008). Par3 est recrutée et stabilisée aux
jonctions intercellulaires apicales (TJ et AJ) grace a son interaction directe avec les protéines JAM
et nectines (Itoh et al., 2001a; Takekuni et al., 2003) (figure 1).

* aPKC

Chez les mammiféres deux isoformes de la protéine aPKC existent : aPKCA/. et aPKCEL. Ces
protéines sont composées d’un domaine PB1, d’'un domaine riche en zinc et d’'un domaine kinase
(Assémat et al., 2008). Ces protéines sont dotées d’une activité kinase, qui permet de réguler
I'expression et la localisation des autres protéines du complexe Par par phosphorylation (figure
1).
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Semi-CRIB Par3/Crumbs3/

aPKC Palsi/Lgl
ParbA/B ‘ —
Cdc42/Rac
Par3A Par6 / JAM Jam aPKC

Par3A/B PD: PD: PD:

Par3/Par6 Par3/Lgl

aPKC m

Figure 1 : Représentation schématique des protéines du complexe Par. La ligne noire au dessus des protéines
indique les interactions protéiques réalisées par ces protéines. (adapté de (Assémat et al., 2008))

2. Le complexe Crumbs
a. Découverte du complexe Crumbs chez les invertébrés

En 1984, le Dr Jurgens découvre que la mutation du géne Crumbs conduit a la formation de
trous a la surface de la cuticule de la drosophile (Drosophila melanogaster - épithélium de la larve
de drosophile) (Jurgens et al., 1984). En fait, chez la drosophile la surexpression de la protéine
Crumbs (codée par le géne du méme nom) a pour conséquence une augmentation de la surface
du domaine apical, alors qu’a l'inverse son absence conduit a la perte du domaine apical. Ces
données démontrent bien toute I'importance de cette protéine dans la régulation de la mise en
place de la polarité A-B. Quelques années aprés cette découverte, le Dr Tepass découvre que
'absence de la protéine Stardust, interagissant avec la protéine Crumbs, conduit elle aussi a la
présence de trous dans la cuticule de la drosophile (Tepass and Knust, 1993). Puis en 1999, une
nouvelle protéine s’ajoute a ce complexe, Dpatj, anciennement appelée DIt (Discs lost) (Bhat et
al.,, 1999). L’ensemble de ces protéines forment alors le complexe Crumbs/Stardust/Dpatj
caractérisé comme un complexe protéique apical essentiel a I'identité du domaine apical, tout

comme le complexe Par.
b. Complexe Crumbs chez les mammiféres
e Crumbs

Il existe trois isoformes de la protéine Crumbs chez les mammiféeres, Crumbs 1, 2 et 3. Ces
protéines transmembranaires sont exprimées a la surface apicale des cellules épithéliales. Les

protéines Crumbs 1 et 2 possédent un trés grand domaine extracellulaire alors que ce domaine
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est plus restreint chez la protéine Crumbs 3. Leurs différentes expressions tissulaires suggérent
une différence au niveau fonctionnel. En effet, Crumbs 1 est exprimée préférentiellement au
niveau du cerveau et de la rétine, Crumbs 2 au niveau du cerveau, de la rétine et du rein, alors
que Crumbs 3 est plus ubiquitaire et est exprimée dans les muscles et toutes les cellules
épithéliales (Assémat et al., 2008). Contrairement a leur domaine extracellulaire, ces différentes
isoformes ont un domaine intracellulaire conservé. En effet, elles possédent toutes un domaine
FERM (F pour 4.1 protein, E pour Ezrin, R pour Radixin et M pour Moesin) et un PDZ binding
domain (PDZBD). Lisoforme 3 de Crumbs posséde un domaine supplémentaire qui est un
domaine Src Homology 3 (SH3), ce qui suggére que cette isoforme est impliquée dans des voies
de signalisation différentes des deux autres isoformes. Effectivement, seule Crumbs 3 a été
décrite comme étant indispensable pour la formation du cil primaire par exemple (figure 2) (Fan
et al., 2004).

¢ Pals1

Pals1, homologue de Stardust chez la drosophile aussi appelé MPP5 (Membrane-associated
Palmytoylated Protein 5), est une protéine d’échafaudage formée de deux domaines L27, d’un
domaine PDZ, d’'un domaine SH3 et d’'un domaine GUK (Guanylate Kinase). Pals1 permet de
faire le lien entre Patj et Crumbs. Pour cela, Pals1 peut lier a la fois Crumbs 3 par le biais de son
domaine PDZ et Patj par ses domaines L27. L’absence de Pals1 a un impact direct sur

I'expression de Patj sans perturber I'expression de Crumbs 3 (figure 2) (Roh et al., 2003) .

* Patj

Patj, homologue de Dpatj chez la drosophile, est une protéine d’échafaudage formée d’un
domaine L27 et de 10 domaines PDZ. Elle est connue pour se lier directement aux TJ en
interagissant avec ZO-3 et claudin1 (Roh et al., 2002a). De ce fait, la surexpression de cette
protéine affecte la stabilité des TJ par modification d’expression des protéines qui composent ces
jonctions. De plus, 'absence d’expression de Patj est en lien avec la perte d’expression de Pals1
et Crumbs 3 a la surface apicale des cellules. Ce qui suggére que Patj est une protéine qui fait le
lien entre les protéines de jonction latérales et les protéines apicales (Michel et al., 2005; Roh et
al., 2002b) (figure 2).
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¢  Mpdz/Mupp1

Chez les mammiféres, il existe une autre isoforme de Patj appelée Mpdz ou Mupp1 (Multiple
PDZ domaine protein). Cette protéine, trés similaire a Patj, est composée d’un domaine L27 et de
13 domaines PDZ. Chez 'homme, I'absence de cette protéine conduit a des hydrocéphalies
congénitales sévéres souvent associées a d'autres phénotypes tels que la mauvaise orientation
du tube digestif ou des pertes auditives (OMIM : 603785) (Shaheen et al., 2017). A ce jour, le
mécanisme moléculaire en lien avec ces phénotypes est encore inconnu (figure 2).

Peptide

Signal T™ Par6
Pals1
Crumbs3 i i rerv JsHa il PozeD
Mpdz
Par6 PATJ Crumbs3
Paist [ A B
:Eﬂil Z03 EEEEEY
Patj 27 Jf poz | Poz | poz | poz | Poz | poz | Poz ] oz | Poz | Poz
Pals1 JAM  Claudini

MU (27 Poz | Poz | Poz | Poz | Poz | Poz | Poz ] oz | oz Poz | Poz | Poz | PoZ

Figure 2 : Représentation schématique des protéines du complexe Crumbs. La ligne noire au dessus des protéines
indique les interactions protéiques réalisées par ces protéines. (adapté de (Assémat et al., 2008))

3. Le complexe Scribble, Lgl, Dig
a. Découverte chez les invertébrés

C'est en 2000 que le Dr Bilder découvre que la mutation d'un géne conduit a une
désorganisation de I'épithélium chez la drosophile, mutation conduisant a une cuticule ondulée
avec des cellules plus rondes et malformées. Ce géne sera alors appelé Scribble (Scrib) pour
faire référence a ce phénotype (Bilder and Perrimon, 2000). Deux autres génes sont identifiés
plus tard en lien avec Scrib du fait de leur similarité de phénotype lors de leurs mutations chez la
drosophile. Ces deux génes codent pour les protéines DIg et Lgl. Le complexe alors formé de
Scrib, Dlg et Lgl sera décrit comme un complexe de polarité basolatérale permettant de restreindre
I'étendue du domaine apical.
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b. Complexe Scribble, Lgl, DIg chez les mammiféres

Le complexe protéique formé de Scribble, Lgl et DIg est trés conservé chez les mammifeéres.
Ces protéines cytosoliques, accumulées au pdle basolatéral de la cellule, sont essentielles pour
la maintenance et la délimitation du domaine apical et du domaine basolatéral, grace a des

mécanismes d’inhibition et d’exclusion.
4. Mécanismes moléculaires permettant la mise en place de la polarité A-B

La polarité apicale dépend d’une distribution asymétrique de complexes protéiques qui
exercent un mécanisme d’inhibition et d’exclusion entre eux, dans le but de définir une identité
différente entre les deux péles. Toute perturbation de cette organisation bien particuliere conduira
a une perte d’'identité de ces domaines. La mise en place de la polarité A-B a beaucoup été étudiée
chez les invertébrés (drosophile et C. elegans). Cependant, de nombreuses études démontrent
in vitro grace a des cellules épithéliales humaines (cellules Madin-Darby-Canine-Kidney (MDCK)),
que beaucoup de ces mécanismes ont été conservés chez les vertébrés. Dans ce systéme, la
mise en place et le maintien d’'une polarité A-B se font selon le schéma décrit ci-dessous (figure
3). (1) Initialement, Par6 forme un complexe avec aPKC grace a une interaction entre leurs
domaines PB1 (Suzuki et al., 2001; Yamanaka et al., 2001). Cette liaison de Par6 a aPKC conduit
a une perte de l'activité kinase de aPKC (Hirano et al., 2005). En absence de phosphorylation, Lgl
se lie a aPKC et forme le complexe Par6-aPKC-Lgl (Yamanaka et al., 2003). Par3 est stabilisée
au niveau des TJ par le biais d’'une interaction avec les protéines JAM (Itoh et al., 2001b). (2) Par6
liee a aPKC/Lgl va alors étre recrutée au niveau de la membrane plasmique en se liant a Cdc42
(Cell Division Control 42) par l'intermédiaire de son domaine Semi-CRIB (Garrard et al., 2003;
Hutterer et al., 2004). (3) Grace a cette liaison, le complexe Par6-aPKC-Lgl est stabilisé a la
membrane et permet I'activation de aPKC. Cette activation va conduire a la phosphorylation de
Lgl qui va alors se dissocier du complexe Par6-aPKC et migrer vers le pble basolatéral (Yamanaka
et al., 2003). (4) En position basolatérale Lgl va se lier au complexe DIg/Scrib déja formé afin de
définir I'identité du domaine basolatéral (Plant et al., 2003). (5) Le complexe Par6/aPKC va alors
pouvoir se lier a Par3 au pdle apical de la cellule. Par6 va pouvoir se lier a Par3 grace a leurs
domaines PDZ (Lin et al., 2000). Par3, par le biais de son domaine C3 va alors se lier au domaine
kinase de aPKC, et par conséquent rendre inactive la fonction kinase de aPKC (Nagai-Tamai et
al., 2002). (6) Ce nouveau complexe Par6-aPKC-Par3 stabilisé a la membrane va alors permettre
de participer a 'identité du péle apical. (7) Quant au complexe Crumbs, on retrouve la protéine

Crumbs enchassée dans la membrane interagissant avec Patj ou Mpdz par le biais de Pals1
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(Adachi et al., 2009; Makarova et al., 2003; Roh et al., 2002b). Ce complexe est d’autant plus
stabilisé a la membrane au pdle apical de la cellule grace a I'interaction de Patj (interaction avec
Z0O1 et Claudin1 - (Roh et al., 2002b)) et Mpdz (interaction avec les Claudin1 et les JAM -
(Hamazaki et al., 2002)) avec les protéines des TJ et AJ. (8) Enfin, les complexes Crumbs et Par

sont liés entre eux par une interaction entre Par6 et Pals1 (figure 3) (Wang et al., 2004).

Ensemble, les complexes Par et Crumbs sont stabilisés et définissent I'identité du domaine
apical, alors qu’a I'inverse le complexe Scrib/DIg/Lgl définit le domaine basolatéral (Assémat et
al., 2008; Macara, 2004; Margolis and Borg, 2005; Wen and Zhang, 2018). Le maintien et la
restriction de ces domaines est possible grace a un mécanisme d’inhibition mutuel entre les
complexes apicaux et le complexe basolatéral (Wen and Zhang, 2018). Ce phénomeéne est
facilement observable chez la drosophile ou on observe que la mutation de Crumbs conduit a une
perte d’'identité du domaine apical et une extension du domaine basolatéral sur toute la hauteur
de la cellule. A l'inverse une mutation de Lg/ conduit a une perte d’identité du domaine basolatéral
et une extension du domaine apical et la formation des TJ a la base de la cellule (Kaplan et al.,
2009).
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Figure 3 : Représentation schématique des mécanismes moléculaires permettant la mise en place de la polarité
Apico-Basale. Fléche rouge : mécanisme d’inhibition ; P : phosphorylation ; AJ: jonction adhérente; TJ: jonction
serrée. (adapté de (Margolis and Borg, 2005)

25



D. Polarité Cellulaire Planaire centrale (PCP) ou polarité dans le plan (core PCP)
1. Définitions

Outre la polarité A-B, certaines cellules épithéliales développent aussi une autre polarité
appelée Polarité Cellulaire Planaire (PCP). La PCP est définie comme une polarité/orientation
coordonnée des cellules épithéliales ou de structures dans le plan de I'épithélium. Initialement
étudiée chez les invertébrés et plus particulierement chez la drosophile, la PCP est souvent
illustrée par l'orientation coordonnée distale des poils situés sur son aile, par la rotation des
ommatidies (groupe de photorécepteurs), ou encore par l'orientation ordonnée des soies
mécanosensorielles situées sur son abdomen, son thorax et ses pattes (Strutt and Strutt, 2009;
Vinson and Adler, 1987). Chez les vertébrés, cette polarité se manifeste par exemple par
I'orientation uniforme et directionnelle de structures externes, tel que I'alignement des écailles des
poissons, des plumes des oiseaux ou des poils couvrant la peau. Dans les épithéliums, le
meécanisme conduisant a cette polarité fait intervenir une voie de signalisation contrdlée par les
six « génes centraux » de la PCP (core PCP genes), conduisant a une régulation du cytosquelette
d’actine et de tubuline. Ces genes codent pour des protéines exprimées de fagon asymétrique a
la surface apicale et dans le plan des cellules épithéliales. Les interactions de ces protéines et les
complexes qu’elles forment sont essentiels pour la détermination de la localisation planaire de

'appendice a la surface de la cellule.
2. La PCP chez les invertébrés

C’est en 1940 que le Dr Wiggleswoth décrivit pour la premiére fois la notion de PCP. I
découvrit que les soies de la punaise Rhodius s’alignaient parfaitement le long de I'axe antéro-
postérieur (Wigglesworth, 1940). Puis, en 1966, ce concept fut repris par le Dr Lawrence qui
observa une organisation uniforme des poils a la surface du “milkweed bug” similaire a celle de la
punaise Rhodius (Lawrence, 1966). Dans les années qui ont suivi, la drosophile fut I'un des
modeéles d’étude majeur pour la compréhension des mécanismes de la PCP. Chez cette espéce,
la définition initiale de la PCP fait référence a une orientation spécifique et coordonnée de
structures perpendiculaires a I'axe de I'épithélium. Cette organisation est particulierement visible
au niveau de l'orientation des poils a la surface de I'aile de drosophile. En effet, toutes les cellules
épithéliales de l'aile de drosophile sont identiques, de forme hexagonale, et possédent a leur
surface apicale une extension cytoplasmique, similaire a un poil, appelé trichome (figure 4A).
L’ensemble de ces trichomes, composés d’actine et de tubuline, sont orientés de fagon uniforme

au pole distal de la cellule et pointent vers la partie distale de l'aile (Eaton, 1997a; Strutt, 2001).
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Cette organisation trés particuliére est possible grace au remodelage du cytosquelette d’actine et
de tubuline en position distale de la cellule a partir duquel le trichome se développe (figure 4B).
Ce mécanisme fait intervenir la voie de signalisation des protéines centrales de la PCP exprimées
de fagon asymétrique a la surface apicale des cellules afin de déterminer ou le trichome sera

positionné (figure 4C).
a. Protéines centrales de la PCP chez les invertébrés

La voie de signalisation de la PCP est conservée au cours de I'évolution et est contrélée par
six génes centraux (« core PCP gene »). Cette voie de signalisation est composée de trois
protéines transmembranaires : Van Gogh/Strabismus (Vang/Stbm), Frizzled (Fz), et Starry
Night/Flamingo (Fmi), et de trois protéines cytosoliques : Prickle (Pk), Diego (Dgo) et Dishevelled
(DvI/Dsh) (Chae et al., 1999; Feiguin et al., 2001; Klingensmith et al., 1994; Strutt, 2001; Taylor et
al., 1998; Tree et al., 2002; Usui et al., 1999; Vinson and Adler, 1987; Wolff and Rubin, 1998)
(figure 4C). La découverte de ces génes a été possible grace a I'analyse de mutants spontanés
chez la drosophile. L’ensemble de ces mutants ont pour caractéristique commune une
désorganisation de 'orientation des trichomes a la surface de l'aile (figure 4D). Chaque équipe de
recherche ayant mis en évidence I'importance de ces génes leur ont donné des noms évoquant
cette désorganisation. Ainsi, le nom du géne Dishevelled se traduit par “ébouriffé” et celui de
frizzled par “frisé”. Mais c’est aussi le cas pour le géne Van Gogh, car certains scientifiques ont
vu le coup de pinceau de Vincent Van Gogh dans I'organisation en tourbillon des trichomes ou

encore le géne Flamingo/Starry Night pour le nom d’une toile de Vincent Van Gogh.

* Starry Night/Flamingo (Fmi)

Le géne Fmi code pour un récepteur a sept domaines transmembranaires composé d’une
partie C-terminale extracellulaire trés longue et d’une partie N-terminale intracellulaire plus
restreinte. Le domaine extracellulaire comporte neuf domaines de liaisons aux cadhérines, deux
motifs de liaisons aux Laminines G, trois domaines riches en cystéines et quatre motifs de types
EGF. Contrairement aux récepteurs classiques de la superfamille des cadhérines, Fmi est classée
parmi les récepteurs non classiques de cette famille car elle ne comporte pas de domaines

pouvant lier les protéines caténines en intracellulaire (Chae et al., 1999; Usui et al., 1999).
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* Frizzled (Fz)

Le géne Fz code pour un récepteur a sept domaines transmembranaires couplé au protéines
G, avec une partie N-terminale extracellulaire riche en cystéine (CRD) ayant une forte affinité pour
les ligands Wnt ou les inhibiteurs sFRP (Secreted Frizzled Related Protein) et une partie C-
terminale intracellulaire qui a la capacité de recruter Dsh en se liant a son domaine PDZ (Corda
and Sala, 2017; Kilander et al., 2014; Strutt, 2001; Vinson and Adler, 1987).

* Strabismus/Van Gogh (Stbm/Vang)

Le géne Stbm code pour une protéine a quatre domaines transmembranaires avec une partie
C- et N-terminale intracellulaires. La partie C-terminale possédent des PDZBD permettant de
nombreuses interactions protéines-protéines (Kibar et al., 2001; Taylor et al., 2018; Wolff and
Rubin, 1998).

«  Prickle (Pk)

Le géne Pk code pour une protéine cytosolique composée de trois domaines LIM (Linl-1, Isl-
1, Mec-3), un domaine CR (cysteine Rich) et un domaine PET (Prickle, Espinas, Testin). Ces
domaines conférent a Pk un réle de protéine échafaudage en lui permettant de se lier au

cytosquelette d’actine (Tree et al., 2002).

* Dishevelled (Dvi/Dsh)

Le géne Dsh code pour une protéine cytosolique composée de trois domaines comprenant
un PDZ, un domaine DEP (Dishevelled EGL10 Plechstrin) et un domaine DIX (Dishevelled Axin)
(Klingensmith et al., 1994).

* Diego (Dgo)

Le géne Dgo code pour une protéine cytosolique composée de quatre domaines ANK

(Ankyrin repeat domain) (Feiguin et al., 2001; Maung and Jenny, 2011).
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Figure 4 : La Polarité Cellulaire Planaire (PCP) chez la drosophile. (A) Sur I'image de I'aile de drosophile
on peut observer une orientation coordonnée des trichomes en position distale (encadré rouge agrandit en
dessous de l'image). En dessous de cette image d’aile de drosophile est schématisée des cellules
hexagonales de l'aile avec le trichome (rouge) en position distale a la surface apicale ; (B) La concentration
d’éléments du cytosquelette en position distale de la cellule va conduire a la formation et au positionnement
correct du trichome ; (C) Distribution asymétrique des protéines de la voie centrale de la PCP a la surface
apicale d’une cellule d’aile de drosophile. L'encadré rouge correspond a la représentation schématique de
la distribution de ces protéines au niveau des jonctions intercellulaires ; (D) Images mettant en évidence la
perturbation de I'orientation des trichomes a la surface de I'aide de drosophile lors d’'une mutation d'un des
génes centraux de la PCP. P : Proximal, D : Distal, Ctl : contrdle ; Vang : Van Gogh, Fz : Frizzled, Fmi :
Flamingo ; Dsh : Dishevelled, Pk : Prickle, Dgo : Diego. (adapté de : (Chae et al., 1999; Eaton, 1997b;
Krasnow and Adler, 1994; Strutt, 2001; Wang et al., 2006; Wong, 1993))

b. Distribution asymétrique des protéines centrales de la PCP

Les protéines de la voie de la PCP sont exprimées de fagon asymétrique a la surface apicale
des cellules. Cette asymétrie permet d'établir un sens a la cellule en lui conférant un pole distal et
un péle proximal. L'interaction de ces protéines entre elles permet de maintenir et de stabiliser
cette distribution asymétrique au niveau des jonctions intercellulaires (figure 5). Initialement les
protéines centrales de la PCP sont réparties au niveau cytosolique. Progressivement, Fmi va venir

s’ancrer a la membrane et former des liaisons homophiliques intercellulaires, puis recruter Vang
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en partie proximale et Fz en partie distale des cellules. Vang et Fz vont former des liaisons
hétérophiliques intercellulaires et se stabiliser a la membrane plasmique. Fz peut alors recruter
Dsh (Wong et al., 2003) alors que Vang va se lier a Pk (Bastock et al., 2003). Fmi a une distribution
planaire, mais est la seule qui soit a la fois au pdle distal et proximal de la cellule. Fmi participe
donc a deux complexes membranaires opposés, qui vont alors exercer une boucle de
rétrocontréle permettant de maintenir cette asymétrie. Pour cela, Pk peut bloquer I'association de
Fz avec Dsh en intracellulaire (Tree et al., 2002), alors que Dgo peut se lier au complexe Vang/Pk
et inhiber I'activité de Pk sur le complexe Fz/Dsh en intracellulaire (Jenny et al., 2005). Ce
mécanisme permet de déterminer des domaines cellulaires mutuellement exclusifs afin de
maintenir une asymétrie des protéines centrales de la PCP (figure 5) (Singh and Mlodzik, 2012;
Zallen, 2007).

Ces protéines sont interdépendantes, cela signifie que la perturbation de I'une va engendrer
une perturbation de la localisation des autres et que ceci sera visible par un phénotype PCP. Si
nous prenons I'exemple de I'aile de drosophile, ce phénotype est caractérisé par une mauvaise
localisation du poil a la surface apicale de la cellule (souvent en position centrale et non distale)
ainsi qu’'une orientation plus ou moins aléatoire de ces poils au sein du tissu. Cette
interdépendance a été par exemple décrite pour la mutation du géne Fz qui engendre un
phénotype PCP corrélé a une perturbation de la localisation de Vang, et vice versa (Adler and
Lee, 2001; Taylor et al., 1998).

Figure 5 : Représentation schématique de la boucle de rétrocontréle entre les protéines centrales
de la PCP au sein d’une cellule d’aile de drosophile. D : Distal, Dgo : Diego, Dsh : Dishevelled, Fmi :
Flamingo, Fz : Frizzled, Pk : Prickle,Vang : Van Gogh, Fléche rouge : Boucle de rétrocontrole, P : Proximal,
Triangle rouge : Trichome.
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c. Régulation du cytosquelette par les protéines centrales de la PCP

La mutation des génes centraux de la PCP engendre une mauvaise localisation du trichome
(position centrale et non distale) et une mauvaise orientation de celui-ci. Cependant, cette voie de
signalisation ne perturbe pas sa formation. Sachant que la position du trichome se développe
dans une région riche en actine filamenteuse (actine-F), une des hypothéses émises est que les
protéines centrales de la PCP recrutent des facteurs modulateurs de l'actine. Ainsi, il a été
démontré que Vang recrute des facteurs régulant négativement la formation du trichome d’actine
au pble proximal de la cellule, tels que Inturned, Fuzzy et Fritz. Ces facteurs vont recruter a leur
tour un répresseur de la polymérisation d’actine, appelé Multiple Wing Hair (Mwh). L’absence
d’expression de Mwh engendre le développement ectopique du trichome au sein de la cellule par
perte du point précis de genése du trichome (Adler et al., 2004; Strutt and Warrington, 2008;
Wong, 1993). DRok (Drosophila Rho associated Kinase) et RhoA ont aussi été décrites comme
étant impliquées dans la formation du trichome en tant qu’effecteurs de la PCP. L’absence de ces
protéines est connue pour affecter le nombre de trichomes formés dans l‘aile de drosophile
(Winter et al., 2001; Yan et al., 2009). Les Formins, connues pour leurs fonctions sur la nucléation
et I'élongation de I'actine, sont aussi des effecteurs de la PCP. En effet, il a été montré que la
perte de fonction ou l'expression constitutive de Diaphanous, une protéine de la famille des
Formins activée par Rho, induit une malformation, un nombre anormal et une mauvaise orientation

des trichomes a la surface apicale des cellules de I'aile de la drosophile (Lu and Adler, 2015).
d. PCP autonome et non autonome

L’avantage de l'aile de drosophile comme modéle d’étude est qu'il est possible de muter
spécifiquement certaines cellules pour un géne (clones) pour former un animal “mosaique”. Grace
a ce systeme il a été découvert que les génes centraux de la PCP ont une dualité de fonctions et
agissent a deux niveaux (figure 6) :

(1) Au niveau tissulaire : cette fonction non autonome nécessite une communication
intercellulaire possible grace aux protéines centrales de la PCP transmembranaires. Ce
processus permet I'établissement d’'un axe dans le tissu et la coordination de toutes les
cellules entre elles pour un positionnement des structures apicales. Seules les protéines
transmembranaires de la PCP (Fz, Vang, Fmi) participent a cette fonction. D’un point de
vue temporel, la fonction non autonome se met en place en amont de la fonction

autonome.
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- (2) Au niveau cellulaire : cette fonction autonome intervient dans le positionnement correct
de la structure apicale au sein de la cellule. Ce processus nécessite a la fois les protéines

cytosoliques et transmembranaires de la PCP.

P

Intracellulaire

Intercellulaire
(Non-Autonome)

Figure 6 : Fonction autonome et non autonome des protéines de la voie centrale de la PCP. La
fonction non autonome (intercellulaire) est mise en place avant la fonction autonome (intracellulaire).
Initialement, les protéines transmembranaires Vang (proximal) et Fz (distal) participent ensemble a la voie
de signalisation non autonome de la PCP afin de propager cette information a travers le tissu. Puis, les
protéines cytoplasmiques Dgo, Dsh et Pk distribuées asymétriquement, participent a la voie autonome de
la PCP et a la mise en place du trichome en position distale a la surface apicale de la cellule d’aile de
drosophile. La protéine Fmi, exprimée a la fois au niveau proximal et distal, est nécessaire pour les fonctions
autonome et non autonome. Dgo : Diego, Dsh : Dishevelled, Fmi : Flamingo, Fz : Frizzled, Pk : Prickle,
Vang : Van Gogh. Triangle rouge : Trichome P : Proximal, D : Distal.

Dsh, Pk et Dgo n’exercent donc qu'une fonction autonome, puisque la mutation de I'un de
ces génes perturbe uniqguement l'orientation du trichome au sein de la cellule mutée sans
perturber 'orientation des trichomes des cellules aux alentours (Strutt and Strutt, 2007). Fmi est
nécessaire aux 2 fonctions, autonome et non autonome, car elle est essentielle au recrutement
de Fz et de Vang (Chae et al., 1999). Enfin, Fz et vang ont également une double fonction et la
mutation de chacun de ces genes conduit a une modification de la PCP au sein de la cellule, avec
une mauvaise orientation du trichome, mais aussi une perturbation de I'orientation des trichomes
au sein des cellules non mutées avoisinantes (Taylor et al., 1998; Vinson and Adler, 1987). De
plus, il semblerait que ces deux protéines aient des fonctions antagonistes I'une de 'autre sur la
régulation de la voie de signalisation de la PCP. En effet, les trichomes des cellules sauvages

entourant un clone muté pour Fz pointent vers ce clone, alors qu’'a l'inverse ils pointent a 'opposé
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des clones mutés pour vang (Taylor et al., 1998; Wu and Mlodzik, 2008). Il y a donc une
communication intra- et intercellulaire qui permet une coordination de la position du trichome au
sein de la cellule et du tissu. En 2008, les Dr Wu et Mlodzik suggérent que le domaine
extracellulaire de Fz peut interagir avec Vang permettant une communication intercellulaire tout

en participant a I'expression asymétrique au sein des cellules (figure 6).

3. PCP chez les vertébrés et les mammiféeres

Chez les mammiféres, la voie de signalisation de la PCP entre en jeu dans des mécanismes
bien définis au cours du développement et toute perturbation de cette voie conduira a des
anomalies développementales. Chez les mammiféres, y compris 'homme, la conséquence
structurelle majeure et commune de la mutation des génes centraux orthologues de ceux de la
drosophile, est un défaut de fermeture du tube neural (Cai and Shi, 2014; De Marco et al., 2014;
Ueno and Greene, 2003). Mais de nombreux tissus sont impactés par des mutations dans les
genes de la PCP, car les protéines pour lesquelles ils codent participent a de nombreux
mécanismes. Ainsi, les tissus comme le cceur, les reins, les poumons ne se développent pas
normalement (Henderson et al., 2018). Ces perturbations du développement de ces tissus sont
dues a l'implication des protéines de la PCP dans des mécanismes aussi divers que la migration
neuronale (Qu et al., 2010; Vivancos et al., 2009), et plus généralement le mouvement dirigé des
cellules (mécanisme d’extension/onvergente), le guidage axonal (Ghimire et al., 2018; Rachel et
al., 2000), la division asymétrique (Gomes et al., 2009), la mise en place du cil primaire des
cellules, 'organisation du battement directionnel des cellules ciliées (voir polarité D-G) ou encore
la mise en place des stéréocils au sein des cellules auditives et I'orientation des poils en général
(Devenport and Fuchs, 2008) .

a. PCP et Extension/Convergente (EC)

Des études de perte de fonction et gain de fonction des génes de la PCP et de leurs isoformes
chez le xénope et le poisson zébre (zebrafish) ont permis de mettre en évidence l'implication des
genes centraux de la PCP lors de la gastrulation et de |la fermeture du tube neural, et en particulier
dans le mécanisme dit d’Extension/Convergente (EC) (figure 7). C’est en 1943 que ce mécanisme
a été décrit pour la premiére fois comme un mécanisme indispensable au développement et a la
morphogenése de tout organisme (Holtfreter, 1943). L’'EC fait référence a un réarrangement
cellulaire par intercalation en absence de prolifération. Ce mécanisme embryonnaire permet de

passer d’un épithélium pseudo-stratifié a un épithélium aminci et allongé par réorganisation dirigée
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du méme nombre de cellules. Mécanistiquement les cellules épithéliales émettent des
prolongements cytoplasmiques riches en actine (lamellipodes) pour contacter et toucher les
cellules voisines selon I'axe proximo-distal uniguement (et non pas antéro-postérieur) au cours de
la gastrulation. Ces lamellipodes alors stabilisés vont progressivement se rétracter créant un
mouvement cellulaire et une intercalation des cellules entre elles selon I'axe antéro-postérieur
mais aussi proximo-distal (Wallingford, 2012) (figure 7). C’est dans les années 90 qu’il est montré
pour la premiére fois chez le xénope que ce processus faisait intervenir une modulation du
cytosquelette d’actine et de tubuline par les génes centraux de la PCP. En effet, il a été dérit que
la mutation de Dsh et Fz8 impactait la stabilité des filopodes et en conséquence affectait
l'intercalation cellulaire (Deardorff et al., 1998; Sokol, 1996). Une certaine conservation des
mécanismes moléculaires d’asymétrie des protéines de la PCP a été mise en évidence par
analyse de la surexpression de Dsh et Pk lors de I'imagerie de cellules vivantes en mouvement.
Cette analyse a en effet démontré que Pk était accumulée au péle antérieur des cellules et Dsh
au pole postérieur, dans des régions opposées de la cellule tout comme dans les cellules
épithéliales de l'aile de drosophile (Yin et al., 2008). Cette répartition asymétrique est donc
indispensable au mécanisme d’EC. Depuis, de nombreuses études ont démontrés I'implication

d’autres génes centraux de la PCP dans ce processus, en particulier Vangl2 (Wallingford, 2012).

Figure 7 : Représentation schématique du mécanisme d'Extension/Convergente (EC). Les cellules
vont dans un premier temps migrer et s’intercaler selon I'axe proximo-distal, puis selon I‘axe antéro-
posteérieur afin d’aboutir a un allongement de I'épithélium sans prolifération cellulaire. Prox : Proximal, Dist :
Distal, Ant : Antérieur, Post : Postérieur. (adapté de (Wallingford, 2012))

b. Génes et protéines centrales de la PCP chez les mammiféres : I'oreille interne

L’apparition d’'un grand nombre d’isoformes des protéines de la PCP rend I'étude de leurs
mutations chez les mammiféres plus complexe. Ces isoformes, aux fonctions souvent
redondantes, semblent également participer a de nouveaux complexes protéiques et de nouveaux

mécanismes cellulaires.
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Comme mentionné précédemment, une mutation simple ou multiple des différents isoformes
des génes centraux de la PCP conduit a des défauts de fermeture du tube neural. Chez ’homme,
cette anomalie est appelée Spina bifida lorsque la partie caudale seulement du tube neural n’est
pas refermée alors que dans les cas les plus séveres on appelle cela une craniorachischisis

(totalité du tube neural ouvert) (Ueno et al.,2003).

Le génome des mammiféres n’est donc pas composé de seulement six génes centraux, mais
d’'un nombre variable en fonction des familles codant pour de multiples isoformes :

- Van Gogh like 1 et 2 (Vangl 1 et 2) correspondant a Vang ;

- Frizzled 1 & 10 (Fz 1-10) correspondant a Frizzled ;

- Flamingo posséde trois isoformes appelées Celsr1 a 3 (Cadherin EGF LAG Seven-Pass

G-Type Receptor 1 a 3) ;

- Dishevelled possede trois isoformes du méme nom (Dvl 1, 2 et 3) ;

- Prickle posséde quatre isoformes du méme nom Prickle 1 a 4 (Pk 1, 2, 3 et4);

- Diego posséde un seul isoforme appelé Ankrd6 (Ankyrin repeat domain contening protein

6), Diversin ou Inversin.

Une compensation fonctionnelle entre les membres d’'une méme famille a été démontrée. Il
est donc commun de devoir muter plusieurs isoformes afin d’avoir un phénotype sévére. Chez les
mammiféres I'étude de la fonction et la découverte des génes centraux de la PCP a
particuliéerement été possible grace a I'utilisation de l'oreille interne comme modéle d’étude (voir

chapitre Il : Le systeme auditif et annexe tableau 4).

Van Gogh like 2 (vangl2 homologue de Van Gogh chez les invertébrés) et Celsr1 furent les
deux premiers génes centraux de la PCP identifiés chez les mammiféres grace a l'utilisation de
I'oreille interne comme modeéle d’étude (Curtin et al., 2003; Montcouquiol et al., 2003). Ainsi, en
2003 en utilisant une souris portant une mutation spontanée sur vang/2 (souris Looptail (Lp)) et
deux souris portant des mutations induites par traitement ENU (N-Ethyl-N-Nitroso-Urea) (souris
spin cycle (Scy) et crash (Crsh)), deux équipes ont démontré la conservation de la fonction des
genes PCP dans un épithélium de mammiféere. Ces deux études pionniéres ont ouvert la voie a
une étude plus systématique des multiples réles (conservés ou non) des génes de la PCP chez

les mammiféres.

L’épithélium auditif est composé d’'un ensemble de cellules auditives, aussi appelées cellules
ciliées (CC), composées d’un cil primaire de tubuline et d’'un ensemble de stéréocils d’actine

(touffe ciliaire) en position distale a la surface apicale de ces cellules (figure 8A). Le
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positionnement de ce cil, nommé kinocil, définit précocement 'axe de la PCP dans cet organe,
avant méme la mise en place des stéréocils. La mutation des génes de la PCP conduit a un
phénotype PCP avec une perturbation du positionnement du kinocil et a une mauvaise orientation
de la touffe ciliaire (figure 8B). |l est donc facile en faisant des marquages du kinocil et/ou de la
touffe ciliaire, ou a partir d’'images obtenues en microscopie électronique a balayage, d’identifier,

et méme de quantifier, des déficits de polarité dans le plan.
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Figure 8 : Les protéines centrales de la PCP sont nécessaires a la mise en place de I’axe de la PCP
dans I’épithélium auditif. (A) Vue de surface de I'épithélium auditif chez une souris contréle (WT). La
touffe ciliaire (marquée par de la phalloidine en vert) est arrangée sous forme d’un « V » a la surface apicale
(immunomarquée par un anti-MyoVI en rouge) avec une coordination de |'orientation de des touffes ciliaires
selon 'axe de la PCP. L’orientation des touffes ciliaires dans la région encadrée en blanc a été schématisée
a l'aide de fleches. Une vue de surface d’'une cellule ciliée (CC) dans une condition contrble a été
schématisée (partie droite de la figure) ; (B) Vue de surface de I'épithélium auditif chez une souris mutée
pour vangl2 (Lp/Lp). La touffe ciliaire (marquée par de la phalloidine en vert) est arrangée sous forme d’un
«V» a la surface apicale (immunomarquée par un anti-MyoVI en rouge) avec une perturbation de
I’'orientation de ces touffes ciliaires. La perturbation des touffes ciliaires dans la région encadrée en blanc a
été schématisée a I'aide de fléches. Une vue de surface d’'une CC lors de la mutation du géne vang/2
(Lp/Lp) a été schématisée (partie droite de la figure). P : proximal, D : distal (adapté de (Montcouquiol et
al., 2003))

Grace a la genése et I'étude de nombreux mutants (spontanés, induits, conditionnels et
totaux), il a ainsi été démontré que des phénotypes PCP dans I'épithélium auditif étaient liés a la
mutation de chacun des homologues des six génes centraux originaux (annexe - tableau 4).

Comme indiqué précédemment, les mutants ENU sur Celsr1 (Scy et Crsh) et vangl2 (souris
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Looptail (Lp)) ont permis de mettre en évidence un phénotype PCP au sein des CC (Curtin et al.,
2003; Montcouquiol et al., 2003) (figure 8A-B). Une perturbation de I'orientation des stéréocils au
sein de la CC est observée en 'absence des protéines Fz3/6 (Wang et al., 2006), alors qu’il faut
une mutation combinée des alléles Dv/ (Dvi2*" / DvI3™ ; Dvi1™" / DvI3” ; Dvi1*" / Dvi2*") pour
conduire a une phénotype de PCP (Etheridge et al., 2008; Wang et al., 2005). En revanche, la
mutation d’Ankrd6 ne conduit pas a un phénotype PCP, bien que la mutation homozygote de ce
dernier géne avec une mutation hétérozygote de vang/2 conduise a un faible phénotype PCP
(Ankrd6™ ; vangl2*’P) (Jones et al., 2014). Enfin, la mutation de Pk2 n’a pas d’effet puisque cette
protéine n’est pas exprimée dans I'épithélium cochléaire. Seule sa localisation asymétrique a la
surface apicale des CC vestibulaires (systéme de I'équilibre) a été rapportée (annexe - tableau 4)
(Deans et al., 2007).

Il est a noter que les mutants spontanés tels que Looptail ((Lp/Lp) mutant spontané vang :
vang “"*) Spin cercle (Scy — mutant spontané Celsr1) and Crash (Crsh - mutant spontané Celsr1)
ont des phénotypes plus sévéres que les knock-out (KO) générés par la suite (Copley et al., 2013;
Curtin et al., 2003; Duncan et al., 2017; Montcouquiol et al., 2003; Yin et al., 2012). En effet, le Dr
Duncan constate un phénotype PCP plus sévére lors de la mutation faux sens de Celsr1 présente
chez les mutants Scy et Crsh comparé a un mutant KO total pour ce géne (Celsr1 KO) (Curtin et
al., 2003; Duncan et al., 2017). Cet effet dominant négatif est aussi observé lors de la mutation
de vangl2. En effet, le Dr Yin en 2012, démontre que le mutant vang/24™<** qui présente un alléle
avec une mutation faux sens sur le géne vangl/2 (substitution d’'une sérine en asparagine en
position 464) et un alléle n’exprimant pas le géne vang/2 conduit a un phénotype PCP plus sévere
que I'absence du gene vangl2 sur les deux alléles chez le mutant vangl2 KO (Vangl2 4™sA™s) Au
niveau protéique, il démontre une perturbation du trafic des protéines Vangl2 et Vangl1 a la
membrane apicale chez le mutant Lp. A linverse, Vangl1 est normalement exprimée a la
membrane apicale en absence de I'expression de Vangl2 chez le mutant vangl2 KO. Cette
différence serait a I'origine du niveau de sévérité entre ces deux mutants et s’expliquerait par un
effet dominant négatif de la mutation Lp (Yin et al., 2012). Cette étude met aussi en évidence une
fonction redondante entre les protéines Vangl1 et Vangl2 au cours du développement. Cependant,
cette fonction n’avait pas pu étre analysée en post-natal car les souris vang/l2 KO meurent a la
naissance a cause de la craniorachichisis. Dans ce but, le Dr Copley a généré une souris
transgénique mutée pour vangl2 afin de limiter la délétion de vangl2 a 'oreille interne et d’éviter
une craniorachischisis (Copley et al., 2013). Chez ce mutant, il démontre que le gradient de
sévérité du phénotype PCP présent de la base vers I'apex, précédemment observé par le Dr

Montcouquiol (Montcouquiol et al., 2003), était restauré en post-natal (Copley et al., 2013). En
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effet, il observe que la mauvaise orientation sévére des CC les plus externes présente a la
naissance était en partie restaurée vers le stade post natal 5 (P5). Il corréle cette réorientation

des CC avec 'augmentation de I'expression de Vangl1 entre PO et P5.

Des études consécutives aux deux premiers papiers (Curtin et al., 2003; Montcouquiol et al.,
2003) et toujours sur les épithéliums de l'oreille interne ont permis de montrer que la distribution
asymeétrique planaire de la plupart des protéines de la PCP était également conservée chez les
mammiféres, soulignant a nouveau l'intérét de ce modeéle d’étude. Pour autant, la distribution des
protéines n’est pas nécessairement un reflet parfait de ce que l'on peut observer chez la
drosophile (figure 9). En effet, dans I'aile de drosophile, Vang et Pk sont accumulées au péle
distal, Dvl, Fz et Diego au pdle proximal, et Fmi a la fois aux pdles distal et apical (Ezan and
Montcouquiol, 2013). Cependant, chez les mammiferes cette méme distribution asymétrique n’est
pas toujours retrouvée. En effet, si nous prenons I'exemple des CC au niveau de la cochlée, on
retrouve au poéle proximal Fz3/Fz6, Ankrd6 et Celsr1 (Copley et al., 2013; Duncan et al., 2017;
Giese et al., 2012; Jones et al., 2014; Montcouquiol et al., 2003, 2006; Torban et al., 2008; Wang
et al., 2006; Yin et al., 2012), et DvI2/3 au péle distal (Wang et al., 2005). Vangl2 semble
préférentiellement enrichie du cote distal des cellules de soutien (CS) a la jonction avec les CC,
mais aussi a toutes les jonctions proximo-distales des CS dans les épithéliums cochléaire et
vestibulaire (Ghimire et al.,, 2018; Giese et al.,, 2012; Montcouquiol et al., 2003). De fagon
inattendue, I'expression de Pk2 est absente de I'organe de Corti, bien qu’elle soit présente dans
la région non sensorielle médiale de I'épithélium, ou elle est distribuée de fagon asymétrique mais
perpendiculaire a 'axe PCP proximo-distal (Copley et al., 2013; Deans et al., 2007). En revanche,
Pk2 est présente dans les épithéliums sensoriels vestibulaires, mais sa distribution suggére une
accumulation similaire a Vangl2, a la jonction CC/CS du c6té des CS et a la jonction CS/CS
(Deans et al., 2007). Enfin, le profil d’expression d’Ankrd6 est similaire a celui de Vangl2 dans

I'épithélium vestibulaire (figure 9) (Jones et al., 2014).
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Figure 9 : Représentation schématique de I'’expression des protéines centrales de la PCP dans l'aile
de drosophile et dans I’épithélium cochléaire. (A) Représentation schématique des cellules de l'aile de
drosophile avec I'expression de Van gogh (Vang - vert), Prickle (Pk - orange) et Flamingo (Fmi - bleu) au
niveau proximal et de Dishevelled (Dsh - rose), Frizzeled (Fz - violet), Diego (Dgo - jaune) et Fmi au niveau
distal. (B) Représentation schématique d’une cellule ciliée (CC) et d’'une cellule de soutien (CS) avec une
expression de Dishevelled 2/3 (DvI2/3) au niveau du pole distal de la CC, de Celsr1 (homologue de Fmi
chez les mammiferes), Fz3/6 et Ankdr6é (homologue de Dgo chez les mammiféeres), au pdle proximal de la
CC, et de Vangl1/2 au péle distal de la CS. D : Distal, P : Proximal. Courbes noires : Touffe ciliaire, Points
rouges : Kinocils, Triangle rouge : Trichome.

Une observation commune pour Vangl2, Pk2, Celsr1 et Ankrd6 est que la distribution
asymétrique de ces trois protéines ne change pas au niveau de la zone de réversion dans le
systeme vestibulaire (voir chapitre Il : Le systéeme auditif) (Deans et al., 2007; Duncan et al., 2017;
Jones et al., 2014; Stoller et al., 2018; Warchol and Montcouquiol, 2010). Dans cette zone de
réversion, la polarité des CC change a 180°C, séparant le tissu en une zone proximale et une
zone distale de PCP opposée. Plus simplement, ces études démontrent que I'asymétrie de ces
protéines n’est pas corrélée a la position du kinocil dans I'épithélium. Or, le dogme était que les
protéines de la PCP déterminaient la position du cil, puis de la touffe ciliaire. Ces apparentes
contradictions conduiront a I'étude d'un autre complexe protéique important dans la PCP : le

complexe Gpsm2/Gai3.
c. Protéines associées a la PCP

A la grande différence des invertébrés, I'évolution a fait apparaitre chez les mammiféres des
protéines associées a la PCP indispensables a la mise en place de cette polarité. La majorité de
ces genes ont été découverts en se basant sur le phénotype de défaut de fermeture du tube
neural, et plus tard validés par la présence d’un défaut de polarité dans I'oreille interne. Grace aux
travaux du Dr Montcouquiol en 2003, la protéine Scribble a été I'une des premiéres protéines

associées a la PCP (Montcouquiol et al., 2003). Le double mutant hétérozygote vangl2 et Scribble
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présente une craniorachischisis ainsi qu’'un défaut de PCP dans [loreille interne.
Systématiquement, la mutation des génes centraux de la PCP engendre des phénotypes plus
séveres que la mutation des génes associés a la PCP. De plus, la majorité des protéines
associées a la PCP ne partagent pas les mémes caractéristiques que les protéines centrales de
la PCP. En effet, les protéines associées a la PCP (1) ne sont pas distribuées asymétriquement
au sein de la CC, (2) ne perturbent pas systématiquement la localisation de protéines centrales
de la PCP lorsqu’elles sont mutées, (3) et n’engendrent souvent que de légers phénotypes PCP
limités a la derniére rangée, la plus distale, des CC. Au niveau de l'oreille interne, d’autres génes
associés a la PCP sont décris : Ptk7, Ror2, Cthrc, Sec24b, Smurf1/2, Chuzhoi, Wnt5a, Fat1-4,
Dchs1/2 et Fjx1 (Lu et al., 2004; Mao et al., 2011; Montcouquiol et al., 2003; Narimatsu et al.,
2009; Paudyal et al., 2010; Qian et al.,, 2007; Saburi et al., 2008; Wansleeben et al., 2010;
Yamamoto et al., 2008).

4. Une autre voie de signalisation de la PCP : Division asymétrique et fonction post-

mitotique

C’est en 1884 pour la premiére fois que le Dr Hertwig découvre la division asymétrique. Pour
cela, il analyse des ceufs d’oursin qui ont la particularité d’étre petits, transparents et sans
membrane nucléaire. Grace a ce systéme, il découvre une modification de I'orientation du fuseau
de division en réponse a des forces mécaniques. Ce n’est qu’un siécle plus tard, en 1995, que les
premiers facteurs régulant 'orientation du fuseau mitotique sont découverts. Un défaut de ce
processus est directement en lien avec des pathologies telles que la lissencéphalie (I'absence de
repliement externe du cerveau), la microcéphalie (cerveau plus petit que la normal), des maladies

rénales comme la polykystose ou encore des cancers.

Tous les étres pluricellulaires ont deux challenges au cours de leur développement : (1)
générer une diversité cellulaire et (2) former un tissu en trois dimensions, le tout a partir d’'une
seule cellule. Lors de la mise en place de 'organisme, une division est dite symétrique lorsqu’elle
engendre des cellules filles au devenir identique. Alors qu’a linverse, une division est dite
asymeétrique lorsque qu’elle donne naissance a deux cellules avec un devenir différent. Les
divisions asymétriques permettent donc une diversification cellulaire tout en maintenant des
cellules souches. Suite a ces divisions, une morphogénése du tissu est mise en place par
'arrangement de ces différentes cellules entre elles. La perturbation de ces mécanismes ne
permettra pas d’aboutir a un organisme viable. La division asymétrique, en plus d’étre essentielle

a la mise en place de l'organisme au cours de I'embryogenése, permet le contréle de la

40



prolifération, du devenir, et de I'organisation cellulaire au sein d’un tissu a toute période de la vie.
De ce fait, ce processus permet aussi a I'organisme adulte de maintenir une certaine homéostasie

en maintenant des cellules souches pour une réparation du systéme en cas de dommage.

La mise en place de cette division asymétrique nécessite I'expression asymétrique de
complexes protéiques au cortex de la cellule. Cette organisation va guider le positionnement et
I'orientation du fuseau mitotique afin d’aboutir & une division asymétrique. Cette division va
permettre une ségrégation différentielle des déterminants cellulaires entre la cellule mére et la
cellule fille générée, a l'origine d’'un devenir différent de celles-ci. Dans ce mécanisme, les
protéines centrales de la PCP ont été décrites comme jouant un rbéle déterminant (Gomes et al.,
2009), mais une autre voie de signalisation intervient aussi, qui fait intervenir le complexe
protéique Gpsm2/Gai (Colombo et al., 2003; Peyre et al., 2011). En fonction des espéces, les
protéines de cette voie de signalisation conservée au cours de I'évolution ne portent pas toujours

le méme nom (tableau 1).

C. Elegans Drosophile Vertébrés
Complexe Gpsm2/Gai
GPR-1 et 2 Pins mPi"S’L%‘:fmz ou
GOA-1 et GPA-15 Gai Goil,2et3
LIN-5 Mud NuMA
- dinsc minsc/Insc
Complexe Par
Par-3 Bazooka Par-3
Par-6 DmPar6 Par-6
PKC-3 DaPKC aPKC, PKC{

Tableau 1 : Résumé des différents noms des protéines des complexes Par et Gpsm2/Gai en fonction
des espéces.

a. La machinerie derriére la division asymétrique chez les invertébrés

Les protéines régulant la division asymétrique chez les invertébrés ont été trés étudiées lors
de la premiére division du C. elegans ou lors de la division des neuroblastes et des organes
sensoriels (SOP) chez la drosophile. Ces facteurs permettent (1) d’établir une polarité de la cellule
afin d’orienter les déterminants cellulaires et (2) d’aligner le fuseau mitotique de division. Pour
cela, ces protéines sont enrichies de fagon asymétrique au cortex de la cellule et permettent le

recrutement de partenaires afin de faire un lien entre le cortex de la cellule et le cytosquelette de
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tubuline. Ces protéines ancrées a la membrane vont alors exercer une force de tension afin
d’orienter le fuseau mitotique de division. Cette machinerie est conservée au cours de I’évolution

et fait appel a différents complexes protéines dont le complexe Gpsm2/Gai.

e La premiére division du C. elegans

Lors de la premiéere division du C. elegans, le complexe Par3/Par6/PKC-3 accumulé au pdle
antérieur et le complexe GPR1-2 (G proteins regulator 1-2) /LIN-5 (Abnormal cell linéale-5) /GOA-
1/GPA-15 et Par1/Par2 accumulés au pble postérieur s’opposent au cortex de la cellule et
permettent de polariser la cellule selon I'axe antéro-postérieur (figure 10). Lors de la division
asymétrique, la répartition asymétrique des déterminants cellulaire va conduire a une forme et un
devenir différent de ces cellules filles générées (figure 10A) (Bergstralh et al., 2017; Park and
Rose, 2008).

* Division des neuroblastes chez la drosophile

Lors de la division des neuroblastes chez la drosophile, la division asymétrique est
indispensable pour maintenir a la fois les cellules souches de ce tissu mais aussi donner une
cellule fille qui donnera naissance a une cellule du systéme nerveux : le ganglion. Dans ce
mécanisme, I'organisation de la machinerie de la division asymétrique est Iégérement différente
de celle lors de la premiere division du C. elegans. En effet, dans ce systéme trois complexes
sont nécessaires : (1) le complexe apical Par formé de Bazooka/DmPar6/DaPKC, (2) le complexe
apical Pins (Partner of INScuteable,) / Gai / Mud (MUshroom body Defective) / dinsc (drosophile
INScuteable) pour orienter le fuseau mitotique, et (3) le complexe basal composé de Mira
(MIRANda), Pros (PROSpero), Brat (BRAiIn Tumor) et Numb (figure 10B) (Lu and Johnston, 2013).
Dans ce modéle, le premier complexe a s’établir est le complexe Bazooka/DmPar6/DaPKC ancré
a la membrane par le biais de Bazooka accumulée au pdle apical de la cellule (Kuchinke et al.,
1998). Par l'intermédiaire de Bazooka, ce complexe va ensuite recruter dinsc qui, a son tour, va
recruter Pins/Gai (Kraut et al., 1996; Schaefer et al., 2000; Schober et al., 1999; Wodarz et al.,
1999). La forme GDP de Guai ancrée a la membrane grace a des myristoylations va alors stabiliser
ce complexe a la membrane. Ainsi stabilisé, Pins va faire le pont entre le cortex de la cellule et
les asters de microtubules en se liant a Mud (Bowman et al., 2006; Siller et al., 2006). Cette
derniére va alors se lier directement aux microtubules en interagissant avec la Dyneine
(figure10B). Ce complexe va permettre d’exercer une force de traction afin d’orienter le fuseau de

division mitotique pour qu’il soit perpendiculare a I'axe apico-basal. Lors de la division, les cellules
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auront des formes et des compositions différentes qui vont permettre de définir leur devenir. En
effet, la cellule la plus apicale, composée des complexes Bazooka/DmPar6/DaPKC et
dinsc/Pins/Gai/Mud, donnera naissance a un neuroblaste permettant le renouvellement des
cellules souches du tissu, alors que le pole basal possédant le complexe Mira/Pros/Brat/Numb

donnera naissance au ganglion mére.

b. La machinerie derriére la division asymétrique chez les vertébrés et les

mammiféres

La machinerie mise en place chez les invertébrés est conservée chez les vertébrés et est trés
étudiée au niveau de la division asymétrique des cellules de I'épiderme et des progéniteurs

neuronaux chez la souris.

* Cellules épithéliales de la peau

Entre E13,5 et E17,5 chez la souris, I'’épiderme, alors formé d’'une seule couche de
progéniteurs, va se développer pour former un épithélium stratifié de cellules différenciées. La
division asymétrique s’avére étre essentielle pour la morphogenése de ce tissu. De fagon similaire
au mécanisme décrit chez les invertébrés, le complexe Par3/Par6/aPKC va recruter minsc par
lintermédiaire de Par3 (figure 10C). Ce complexe va alors pouvoir recruter le complexe
Gpsm2/Gai qui va a son tour se lier a NuMA (Nuclear Mitotic Aparratus protein). NuMA,
homologue de Mud chez les vertébrés, se lie aux asters de microtubules par l'intermédiaire de la

Dynéine afin d’orienter le fuseau de division mitotique (Lechler and Fuchs, 2005) (figure 10C).

e Division neuronale

Contrairement aux cellules épithéliales de la peau, le mécanisme de division asymétrique au
niveau des progéniteurs neuronaux est plus complexe. Ces progéniteurs sont des cellules
bipolaires qui comportent un pied fin attaché a la surface apicale de la zone ventriculaire et un
long prolongement cytoplasmique qui vient faire contact avec le pble basal du cortex (figure 10D).
Au cours de la neurogénése embryonnaire, ces cellules vont donner naissance aux différentes
populations neuronales du cortex cérébral. A E13,5, pendant la phase initiale de prolifération, ces
cellules vont se multiplier et générer d’autres cellules progénitrices en se divisant de fagon
symétrique (division planaire). Puis, entre E13,5 et E15,5, pendant le pic de neurogénése, ces
cellules progénitrices vont basculer vers un mode de division asymétrique (ou oblique), leur

permettant de générer a la fois un nouveau progéniteur et un neurone qui va migrer vers le pole
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basal du cortex. Pour cela, les protéines du complexe Par sont connues pour étre exprimées au
niveau du péle apical, alors que le complexe Gpsm2/Gai/NuMa/lnsc est accumulé au niveau
proximal et distal de la cellule progénitrice (figure 10D). Une division asymétrique va conduire a
une répartition inégale de ces protéines qui aura pour conséquence d’aboutir a un devenir différent
des cellules générées (figure 10D) (Mapelli and Gonzalez, 2012). Il a été démontré que les
protéines Gpsm2, NuMA ou encore Insc sont indispensables a ce processus (Konno et al., 2008;
Morin et al., 2007; Peyre et al., 2011). En effet, le Dr Konno en 2008 démontre que chez la souris
mutée pour Gpsm2 (LGN“° : absence du domaine C-terminal qui lie Gai) I'axe de division des
cellules progénitrices est aléatoire, engendrant un épuisement des progéniteurs apicaux. Ce profil
pourrait suggérer une production précoce de neurones pouvant générer des phénotypes tels que
des lissencéphalies, mais aucune modification de I'architecture du cortex n’est observée. De plus,
il remarque qu’il N’y a pas d’augmentation du nombre de neurones générés mais seulement une
augmentation du domaine de progéniteurs vers le pOle basal. Il observe aussi que cette anomalie
de distribution des progéniteurs neuronaux est observée lors d’'une surexpression de Insc. Tout
comme la mutation de Gpsm2, une surexpression de Insc augmente le nombre de divisions
obliques des progéniteurs apicaux. Ensemble ces résultats suggérent que le Gpsm2 favorise une
division planaire alors que Insc serait plus favorable a une division oblique tout comme cela avait

été démontré dans la rétine (Konno et al., 2008; Zigman et al., 2005).
c. Complexe Gpsm2/Gaillnsc versus Gpsm2/Gai/NuMA

Comme indiqué précédemment, l'orientation du fuseau de division mitotique nécessite
'enchainement suivant : (1) Le complexe Par3/Par6/aPKC ancré a la membrane plasmique au
pble apical de la cellule va recruter et lier minsc, (2) minsc va alors interagir avec le complexe
Gpsm2/Gai par lintermédiaire de Gpsm2, (3) Gpsm2 va alors recruter et lier NUMA, (4) NuUMA va
alors se lier a la Dynéine connectée aux microtubules, et exercer une force de traction afin
d’'orienter le fuseau de division mitotique. Bien que les complexes Gpsm2/Gai/lnsc et
Gpsm2/Gai/NuMA soient tous les deux observés in vitro, la liaison simultanée de Insc et NUMA a
Gpsm2 est impossible. Gpsm2 est une protéine composée de sept domaines TPR, d’un linker et
de quatre domaines GoLoco (qui lient les protéines Gai) (figure 23). Cette protéine est connue
pour adopter une conformation inhibitrice en se repliant sur elle-méme (liaison des domaines
GolLoco avec les domaines TPR). Les études du Dr Culurgioni et du Dr Du démontrent qu’a la
fois Insc, NUMA et Gai ont la capacité d’ouvrir cette conformation inhibitrice de Gpsm2 pour la
rendre active (Culurgioni et al., 2011; Du and Macara, 2004). Cependant, grace a une mesure de

la constante d’affinité il semblerait que la liaison a Insc soit favorisée par rapport a celle de NuMA.
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Dans ce cas, comment ce passage du complexe Gpsm2/Gai/lnsc au complexe Gpsm2/Gai/NuMA
est-il possible ? Le Dr Culurgioni émet alors I'hypothése du schéma suivant : (1) Insc se lie a la
membrane par I'intermédiaire de Par3 ce qui permet de recruter Gpsm2, (2) cette conformation
ouverte de Gpsm2 par Insc va favoriser sa liaison a Gai-GDP liée a la membrane apicale, (3) puis,
une protéine encore inconnue a ce jour va permettre le décrochage d’'Insc de Gpsm2 pour
favoriser une liaison a NuMA. Ce complexe transitoire formé de Gpsm2, Gai et NuMA va alors se
lier aux microtubules par l'intermédiaire de la Dynéine et engendrer une force de traction sur le
fuseau mitotique de division vers le cortex apical de la cellule, (5) puis, un facteur d’échange de
guanine tel que RIC8A, va permettre d’échanger le GDP de Gai en GTP engendrant la dissolution

de ce complexe, (6) un nouveau cycle peut alors étre engagé (Culurgioni et al., 2011).
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Figure 10 : Représentation schématique de la division asymétrique dans différents modéles
d’études. (A) Représentation schématique de la premiéere division chez le C. elegans. Dans ce systéme,
le complexe Par3/Par6/PKC-3 est exprimé au poéle antérieur de la cellule, et le complexe GPR1-2 / Lin-5/
GOA-1/ GPA-15 et Par1/Par2 est exprimé au pdle postérieur. Apres division asymétrique les cellules ont
des formes différentes qui leur conférent des devenirs différents ; (B) Représentation schématique de la
division asymétrique chez le neuroblaste de drosophile. Dans ce systeme, les complexes
Bazooka/DmPar6/DaPKC, Pins/Gai/Mud et Dinsc sont exprimés au péle apical alors que le complexe
Prospero/Miranda/Brat/Numb est exprimé au pdle basal. Cette répartition asymétrique de ces protéines va
aboutir a une division asymétrique qui va conduire a un devenir différent des cellules générées ; (C)
Représentation schématique de la division asymétrique dans une cellule épithéliale de la peau chez les
mammiféres. Dans ce systéme, les complexes Gpsm2/Gai/NuMA, Par3/Par6/aPKC et Insc sont exprimés
au péle apical de la cellule. Cette répartition va permettre une division asymétrique ; (D) Représentation
schématique d’une division asymétrique d’'une cellule progénitrice neuronale chez les mammiféres. Dans
ce systeme, le complexe Par3/Par6/aPKC est localisé au pdle apical, et le complexe Gpsm2/Gai/NuMA et
Insc sont accumulés aux niveaux proximal et distal de la cellule. Cette accumulation va conduire a une
répartition inégale des protéines au sein de la cellule et donc a un devenir différent des cellules aprés
division asymétrique. (adapté de (Lu and Johnston, 2013; Paridaen and Huttner, 2014a))
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d. Fonctions post-mitotiques de la voie de signalisation de la PCP dépendante
de Gpsm2/Guai

Chez les mammiferes, le complexe Gpsm2/Gai n’intervient pas uniquement lors de
'orientation du fuseau mitotique au cours de la mitose mais il régule aussi I'arrangement du
cytosquelette de cellules post-mitotiques. Comme par exemple lors du mouvement des cellules
du systeme immunitaire (chemotactisme) (Kamakura et al., 2013), de la morphogenese des
synapses (Sans et al., 2005) ou encore du développement des CC de l'oreille interne (Ezan et al.,
2013).

* Role synaptique

Les protéines impliquées dans la division asymétrique ont également été retrouvées au
niveau de la régulation synaptique. Les synapses correspondent au point de connexion entre un
neurone et sa cible. Cette structure est composée d’un domaine pré et post synaptique avec une
fente synaptique qui sépare ces deux domaines. La majorité des synapses sont excitatrices et
possédent au niveau de la membrane de leur domaine post synaptique des récepteurs
glutamatergiques dont les récepteurs NMDA (N-Methyl-D-Aspartate). Ces récepteurs sont
indispensables au développement cérébral, a 'apprentissage et a la mémoire. Par conséquent,
la perturbation du nombre et de la localisation de ces récepteurs a été décrite comme étant en
lien avec des pathologies psychiatriques (Peyrovian et al., 2019). Il a été démontré que le
complexe Gpsm2/Gai jouait un réle dans la régulation du trafic de ces récepteurs au niveau de la
membrane synaptique. Dans ce mécanisme, notre équipe a mis en évidence que SAP102 (aussi
appelée DIg3) se lie a la conformation fermée de Gpsm2. SAP102, une protéine faisant partie de
la famille des MAGUK connue pour étre indispensable pour I'architecture des synapses, va alors
former un complexe avec les vésicules de recyclage des récepteurs NMDA (NMDAR). Ce
complexe alors formé de Gpsm2/SAP102/NMDAR va conduire a I'ouverture de la conformation
inhibitrice de Gpsm2 pour permettre une interaction de Gpsm2 avec Gai ancrée a la membrane.
La stabilisation de ce complexe a la membrane par Gai est d’autant plus vraie que I'expression
d’'une forme tronquée de Gpsm2, ne possédant plus les sites d’interaction pour Gai, conduit a une
dégradation rapide du complexe Gpsm2/SAP102/NMDAR et par conséquent a une diminution du

nombre de récepteurs NMDA a la membrane plasmique synaptique (Sans et al., 2005).
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* Migration du cil et morphologie des CC de I’'oreille interne

En 2008 et 2011, les équipes des Dr Chen et Dr Lu montrent que I'invalidation de /ft88 (Intra-
flagellar 88) ou Kif3A (Kinesin Family member 3A) conduit @ une absence du kinocil et un défaut
d’orientation et de forme de la touffe ciliaire, liant les génes ciliaires a la PCP (Jones et al., 2008;
Sipe and Lu, 2011). Cependant, contrairement aux phénotypes dus a une mutation des génes
PCP centraux la distribution asymétrique des protéines centrales de la PCP n’est pas affectée
(Jones et al., 2008; Okamoto et al., 2017; Sipe and Lu, 2011). Ainsi, I'invalidation des génes
ciliaires conduit a un phénotype PCP « faible » sans affecter la distribution asymétrique des
protéines centrales de la PCP, ce qui renforce I'idée que les génes centraux de la PCP ne sont
pas les uniques facteurs décisifs qui permettent le positionnement du kinocil et par conséquent
I'orientation de la touffe ciliaire au sein de la CC. Cette idée était renforcée par le fait que vangl2,
Celsr1, Pk2 et Ankrd6 ne changent pas leur asymeétrie au niveau de la zone de réversion dans le
systéme vestibulaire (Deans et al., 2007; Duncan et al., 2017; Jones et al., 2014; Stoller et al.,
2018; Warchol and Montcouquiol, 2010). Ainsi, en 2013, notre équipe a émis I'’hypothése qu’une
autre voie de la PCP, alors appelée voie de la PCP dépendante des protéines Gi, serait
indispensable a la mise en place et a la migration translationnelle (migration au péle distal) du
kinocil a la surface apicale de la CC (Ezan et al., 2013). Un complexe composé de Gpsm2 et Gai3
et accumulé au péle distal a la surface apicale de la CC est alors mis en évidence. Ce complexe
exercerait une force de traction sur le cytosquelette de tubuline émanant du kinocil, permettant
ainsi une migration dirigée du kinocil au péle distal de la CC (figure 11) (Ezan et al., 2013; Tarchini
etal., 2013). De plus, le profil d’expression spatio-temporel de ces protéines coincide parfaitement
avec la migration du kinocil. En effet, dés E15,5, Gai3 est accumulée au centre de la CC avant
d’acquérir une expression asymétrique distale a la surface apicale. Cette expression se fait donc
en amont de la migration translationnelle. De plus, contrairement aux protéines centrales de la
PCP, dans I'épithélium vestibulaire, Gpsm2 et Gai3 changent d’orientation au niveau de la zone
de réversion et cette position corréle parfaitement avec la position du kinocil. Ces données sont
d’autant plus excitantes qu’elles mettent aussi en avant le fait que le rOle de ce complexe dans la
division asymétrique des cellules lors du positionnement du fuseau de division est transposable
aux cellules post-mitotiques en contrélant la position du cil primaire par modulation du

cytosquelette de tubuline (Ezan et al., 2013; Tarchini et al., 2013).
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Figure 11 : Le complexe Gpsm2/Gui3 est essentiel au positionnement du kinocil et a la morphologie
de la touffe ciliaire. (A) Vue de surface de I'épithélium auditif a PO/P1. Ces immunomarquages mettent en
évidence une distribution asymétrique de Gpsm2 et Gai3 au pole distal a la surface apicale de la CC. A
linverse aPKC et Par6b sont exprimées de fagon asymétrique au pdle proximal a la surface apicale de la
CC ; (B) Représentation schématique de I'expression de Gpsm2 et Gai3 au cours du développement. A
E15,5 chez la souris, Gpsm2 et Gai3 sont exprimées de fagon asymétrique au pdle distal a la surface
apicale de la CC. Ce complexe Gpsm2/Gai3 va alors exercer une force de traction sur le cytosquelette de
tubuline et permettre une migration du kinocil au péle distal de la cellule. En absence de Gpsm2 et Gai3, le
kinocil est mal positionné a la surface apicale de la CC et la touffe ciliaire est aplatie et mal orientée. (adapté
de (Ezan et al., 2013))



Chapitre Il : Le systéme auditif
A. Définitions et généralités

L'oreille fait partie de I'un des cing organes des sens. Elle se compose de trois parties :

L’oreille externe, moyenne et interne (figure 12).

Canaux semi-circulaires
Vestibule (Utricule + Saccule)
Cochlée

Pavillon
de I'oreille

Nerf auditif

Conduit auditif
externe

Caisse du an
Tympan wme

Trompe d’Eustache

-
-

a
-

o > < >
Oreille externe Oreille Oreille interne
Moyenne

Figure 12 : Représentation schématique du systéme auditif. (adapté de idpassport.me)

B. Oreille externe

L’oreille externe fait référence a la partie externe et visible de I'oreille composée du pavillon
et du conduit auditif. Le pavillon est une structure cartilagineuse qui a pour but de capter et
concentrer les ondes sonores vers le conduit auditif. Chez certaines espéces, comme par exemple
le chat et le chien, le pavillon peut étre mobilisé pour orienter I'ouie et capter des sons dans
différentes directions. Le conduit auditif, d'une longueur de 2,5 cm chez 'homme, est enchassé
dans une cavité creusée dans I'os temporal composé d’un squelette cartilagineux et de glandes
sébacées et sudoripares qui sécrétent le cérumen pour le protéger. L’oreille externe a pour role

de capter, amplifier et focaliser les sons vers I'oreille moyenne (figure 12).
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C. Oreille moyenne

L'oreille moyenne est séparée d'une part de l'oreille externe par le tympan, une fine
membrane semi-rigide qui a une fonction de récepteur aux ondes sonores, et d’autre part de
I'oreille interne par la fenétre ovale. La communication entre I'oreille moyenne et l'oreille interne
est réalisée par la chaine des osselets composée du marteau, de I'enclume et de I'étrier. Ces os,
connus pour étre les plus petits os du squelette humain, permettent la transmission mécanique
des ondes sonores captées par le conduit auditif vers I'oreille interne. Cependant, la vibration du
tympan ne peut se faire que sila pression de 'oreille moyenne est proche de celle de I'air ambiant.
Pour maintenir cet équilibre de pression, la trompe d’Eustache qui relie I'oreille moyenne a la
cavité buccopharyngée, module son ouverture lors des variations de pression. Pour cela, la partie
cartilagineuse de la trompe d’Eustache forme une valve qui protege loreille interne des
fluctuations de pression au cours de la respiration et empéche que les vibrations de la voix soient

directement transmises a I'oreille moyenne (figure 12).
D. Oreille interne

L’oreille interne est un labyrinthe membraneux, composé de cellules épithéliales, entouré d’un
labyrinthe osseux qui le protége. A maturité chez ’'homme, elle mesure 2,5 cm de long et 0,7 cm
de diameétre. L’oreille interne, enchassée dans I'os temporal, est orientée selon les trois plans de
'espace (Bok et al., 2007; Wu and Kelley, 2012) :

- L’axe Antéro-Postérieur (A-P) ;

- L’axe Dorso-Ventral (D-V) ;

- Etl'axe Proximo-Distal (P-D).

L’oreille interne est subdivisée en deux régions, une région dorsale composée du systéme
vestibulaire, 'organe de I'équilibre, et une région ventrale qui comprend la cochlée, le systéme
auditif (figure 12).

1. Le systéme Vestibulaire

Le systeme vestibulaire constitue 'organe de I'équilibre et de I'orientation dans I'espace. Cet
organe est composé de cing structures : trois canaux semi-circulaires, le saccule et l'utricule
(figure 12).

51



a. Canaux semi-circulaires

Les canaux semi-circulaires, au nombre de trois, possedent une organisation orthogonale
entre eux leur permettant de percevoir des rotations et les accélérations angulaires de la téte dans
les trois plans de I'espace. A la base de chaque canal se situe la créte ampullaire qui renferme
les CC. La surface apicale de ces CC est coiffée de long stéréocils d’actine organisés en taille
croissante enchassés a leur sommet dans une substance gélatineuse, la cupule. L’ensemble de
ces CC sont orientées dans la méme direction et réparties le long de la créte ampullaire de forme

concave.
b. Saccule et Utricule

Le saccule et l'utricule sont deux structures orientées perpendiculairement I'une par rapport
a l'autre permettant la détection des accélérations linéaires dans les deux plans de I'espace. Ces
deux structures planes sont composées d’'un ensemble de CC coiffées a leur surface apicale de
stéréocils d’actine. La particularité de ces deux organes est qu’ils peuvent étre subdivisés en deux
régions délimitées par la ligne médiane, appelée striola. Au niveau de cette délimitation
I'orientation des CC s’inverse a 180°C (figure 13). Dans le saccule les CC changent d’orientation
et s’opposent au niveau de la striola alors qu’a l'inverse elles se font face dans l'utricule. Cette
organisation bien particuliere permet de capter les accélérations dans le plan horizontal pour

I'utricule et vertical pour le saccule (figure 13).

Utricule

Utricule Saccule

Figure 13 : Représentation schématique de I'orientation des CC au sein de l'utricule et du saccule.
(adapté de (Merfeld, 2015))
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2. Le systéme cochléaire ou cochlée
a. Organisation fonctionnelle

La cochlée constitue la partie auditive de I'oreille interne. L’architecture ainsi que le nom de
cet organe varient d’'une espéce a une autre. Chez les oiseaux, ce systeme est appelé papille
basilaire et posséde une forme Iégérement incurvée, chez les poissons c’est un organe linéaire
appelé ligne latérale, alors que chez les mammiféres, on I'appelle cochlée et elle posséde une

forme caractéristique en spirale.

Chez les mammiféres, cet organe enchassé dans I'os temporal s’enroule sur lui-méme. Le
nombre d’enroulements de la cochlée differe aussi d’'une espéce a l'autre. Chez 'homme on
dénombre deux tours et demi, chez le cochon d’Inde trois, et chez la souris deux tours et trois
quarts. La cochlée est séparée et isolée de 'oreille moyenne par : (1) la fenétre ovale et (2) la
fenétre ronde. Grace a sa communication directe avec I'oreille moyenne et la trompe d’Eustache,
la fenétre ronde a pour réle de réguler la pression interne du canal cochléaire. La fenétre ovale
est liée a I'étrier et permet la propagation des vibrations de I'onde sonore au systéme liquidien de
I'oreille interne. En effet, 'oreille interne est constituée de trois rampes liquidiennes qui s’enroulent
autour d’'un axe osseux appelé le Modiolus. Ces rampes sont :

- La rampe vestibulaire, située en partie dorsale, qui correspond au prolongement de la

fenétre ovale sur laquelle s’appuie I'étrier ;

- La rampe tympanique, située en position ventrale, qui fait suite a la fenétre ronde ;

- Et, le canal cochléaire, qui renferme I'épithélium auditif appelé Organe de Corti. Ce canal

est séparé de la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner et de la rampe

tympanique par la membrane basilaire (figure 14).

La cochlée est un organe creux contenant deux liquides aux propriétés bien différentes : la
périlymphe et 'endolymphe (figure 14). La périlymphe est un milieu extracellulaire contenu dans
les chambres vestibulaire et tympanique. Sa composition proche du liquide céphalorachidien est
riche en sodium et pauvre en calcium et potassium. Ce fluide serait produit localement a partir du
plasma sanguin et passerait la barriére des capillaires sanguins. Ces deux rampes communiquent
entre elles a I'apex de la cochlée par I'hélicotréme. A l'inverse, le canal cochléaire, renferme de
'endolymphe, un milieu extracellulaire particulier. Sa composition est riche en potassium et
pauvre en sodium et calcium. Le processus de production de I'endolymphe et la maintenance des
concentrations de ses différents ions ne sont pas encore totalement élucidés. Il semblerait que la

strie vasculaire riche en vaisseaux sanguins joue un réle dans le maintien de la composition en
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ions potassiques et sodiques de I'endolymphe (Zdebik et al., 2009). Sachant que le labyrinthe
membraneux est un systéme clos, la question de flux et de renouvellement du fluide se pose. Il
est suggéré que I'endolymphe soit réabsorbée par le sac endolymphatique (Raphael and
Altschuler, 2003). Ce sac, qui s'étend dans la partie postérieure de l'oreille interne, va directement
communiquer avec le SNC (Systeme Nerveux Central) et se remplir de liquide céphalorachidien.
La composition de ce fluide va étre modifiée dans ce sac afin de former 'endolymphe qui va étre
redistribuée dans le canal cochléaire (Barald and Kelley, 2004). La différence de composition de
ces fluides permet la mise en place d'un gradient électrochimique favorable au fonctionnement
de I'épithélium auditif (figure 14).

..................

De Reissner

Membrane
tectoriale

Stria vasculaire

Organe de Corti

Membrane Basilaire

Ganglion spiral

Figure 14 : Représentation schématique d’une coupe transverse de la cochlée. La cochlée est
composée de trois chambres liquidiennes, la rampe vestibulaire, la rampe tympanique et le canal cochléaire
qui contient I'épithélium auditif, aussi appelé organe de Corti. Cet épithélium repose sur la membrane
basilaire et il est séparé de la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner. (adapté de alamy.com)

b. Organe de corti
L’épithélium auditif appelé organe de Corti tient son nom de Alfonso Corti qui fut I'un des
premiers anatomistes a en établir la description détaillée en 1851. Cet organe neurosensoriel est
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a l'origine de la transformation du message mécanique induit par 'onde sonore en un signal

électrique interprétable par le SNC.
* Développement embryonnaire

Entre E8 et E8,5 chez la souris, I'épaissisement du feuillet ectodermique va rapidement
former I'otocyste qui est a 'origine de la future oreille interne (Driver and Kelley, 2009; Morsli et
al., 1998). La cochlée prend son origine dans la partie ventrale de I'otocyste. A E12,5, le canal
cochléaire se forme et continue de s’allonger jusqu’a la fin de 'embryogénése afin d’atteindre sa
longueur définitive a la naissance (Jones et al., 2008). A ce stade de développement, I'expression
de certains génes, tels que Sox, vont permettre de définir le domaine prosensoriel a 'origine du
futur épithélium cochléaire. A maturité cet épithélium est composé de cellules de soutien (CS)
essentielles pour 'architecture de I'épithélium, des CC qui sont les principales actrices de la
fonction auditive et des cellules neuronales essentielles a la conduction de I'information jusqu’au
SNC. L’architecture complexe de l'organe de Corti participe a son efficacité et sa spécificité

fonctionnelle indispensable a la fonction auditive.
Différenciation du domaine prosensoriel

Avant E12,5 les cellules qui composent [Iépithélium auditif sont identiques. Puis,
progressivement, certaines d’entre elles vont exprimer des facteurs prosensoriels ce qui vont
permettre de délimiter le domaine prosensoriel (Driver and Kelley, 2009; Morsli et al., 1998; Wu
and Kelley, 2012). Entre E12 et E14, sous l'influence du facteur p27<*" qui s’étend de I'apex vers
la base de la cochlée, les cellules du domaine prosensoriel sortent du cycle cellulaire pour devenir
post-mitotique (Chen and Segil, 1999; Jones et al., 2008; Montcouquiol and Kelley, 2003; Wu and
Kelley, 2012). Puis, entre E13 et E15, sous l'influence du facteur Atoh1, ces cellules post-
mitotiques vont se différencier en CC (Kelley, 2006; Lanford et al., 2000). Au sein de I'épithélium
cochléaire, la différenciation des CC se fait selon deux gradients :

Longitudinal : les cellules vont se différencier d’abord a la base de la cochlée pour
progressivement terminer leur différenciation a I'apex environ 2 a 3 jours plus tard ;

Et Proximo-Distal ou Neural-Abneural: ce qui correspond a un gradient de différenciation
des CC en position proximale vers les CC en position distale, ou des CC internes vers les
CC externes (Jones et al., 2008; May-Simera and Kelley, 2012).

Le nombre de CC est déterminé trés t6t au cours du développement entre les stades E13 et

E15 chez la souris et a 10 semaines de gestation chez 'lhomme. De plus, chez les mammiféres
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les CC ne sont pas dotées de capacité de régénération contrairement a d’autres espéces comme
les oiseaux ou le poisson zébre (Atkinson et al., 2015). Nous conservons donc les mémes CC
tout au long de notre vie. Par conséquent, lorsqu’elles sont endommagées elles ne sont jamais

remplacées.
Mécanisme d’Extension/Convergente (EC)

Tout comme lors de la fermeture du tube neural ou de la gastrulation, le processus d’'EC est
essentiel pour I'architecture de la cochlée au cours du développement. A E14, I'épithélium auditif
est trés épais et pseudo-stratifié avec I'ensemble de ces cellules qui atteignent, grace a des
projections, a la fois la surface apicale et basale de I'épithélium (figure 15). A ce stade, le canal
cochléaire est deux fois moins long que sa taille définitive. A maturité, I'organe de Corti est
composé de deux couches de cellules avec une couche de CC qui repose sur une couche de CS
(Driver et al., 2017; Montcouquiol and Kelley, 2019). L'EC permet une réorganisation des cellules
au sein du tissu en I'absence de prolifération (Jones et al., 2008; Montcouquiol and Kelley, 2019).
Le début de I'EC se produit entre entre E14 et E16. Durant cette période, les cellules subissent
une intercalation radiale permettant une diminution de moitié de I'épaisseur de I'épithélium
passant alors d'une épaisseur d’environ dix a cinq cellules (figure 15). Simultanément, les cellules
subissent une réduction de leur hauteur conduisant a un affinement de I'organe de Corti. Dans un
deuxieme temps, une intercalation orthogonale permet un allongement de I'organe de Corti en
direction de I'apex de la cochlée. Enfin, entre E16 et la naissance, le nombre d’intercalations
cellulaires diminue au profit d'une augmentation du volume cellulaire, ce qui aboutit au maintien
de la largeur (axe proximo-distal) mais une augmentation de la longueur de I'organe de Corti
(figure 15) (Montcouquiol et Kelley 2019 - Driver et al 2017).

I Cellule Ciliées Cellules de soutien

Figure 15 : Mécanisme d’extension convergente dans la cochlée. A E14, I'épithélium auditif est pseudo-
stratifié avec plusieurs couches de cellules indifférenciées. A E16, une intercalation radiale et longitudinale
permet de diminuer le nombre de couches de cellules, et les cellules commencent a se différencier. A la
naissance, I'arrangement des cellules entre elles est définie avec une couche de cellules ciliées qui
reposent sur une couche de cellules de soutien. (adapté de (Montcouquiol and Kelley, 2019))
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Mise en place de I’axe de la PCP

Les CC tiennent leur nom du fait qu’elles sont coiffées a leur surface apicale d’'une touffe
ciliaire. Cette structure hautement polarisée est composée d’'un ensemble de filaments riches en
actine, appelés stéréocils. |l est important de noter que contrairement a leur nom, les stéréocils
ne sont pas de vrais cils car ils sont uniquement composés d’actine. L’unique vrai cil de la CC,
exclusivement composé de tubuline, appelé kinocil, se trouve en position distale a la pointe du “V”
que la touffe ciliaire définit. La position du kinocil oriente la pointe de la touffe ciliaire et définit 'axe
PCP de la CC. Dans cet organe, cette polarité est définie par I'orientation uniforme et concertée
des touffes ciliaires dans une seule et méme direction. La mise en place et le développement de
la touffe ciliaire ont beaucoup été étudiés par le Dr Tilney en microscopie électronique a balayage
sur la cochlée de poulet (Tilney et al., 1992). Depuis de nombreuses études ont décrit le
développement et la mise en place de la touffe ciliaire chez la souris (Lu and Sipe, 2016). Chez
la souris, a E13,5, le kinocil commence a se former en position centrale a la surface apicale des
CC (figure 16A). Simultanément, de nombreuses microvillosités viennent entourer le kinocil et
recouvrir la totalité de la surface apicale de la CC. De fagon concomitante au processus d’EC, a
E15,5, le kinocil va alors réaliser une migration translationnelle afin d’acquérir sa position finale
au péle distal de la CC (figure 16B). Les microvillosités adjacentes au kinocil vont commencer a
s’allonger afin de former les futurs stéréocils (Lu and Sipe, 2016) (figure 16B). Les stéréocils vont
alors temporairement arréter de s’allonger afin de s’épaissir en passant d’environ 100 a 900
filaments d’actine par stéréocils. Pendant cette période, les stéréocils commencent a s’enchasser
dans un réseau dense en actine a la surface apicale de la CC : la plaque cuticulaire. Enfin, ils
reprennent leur croissance jusqu'a atteindre leur taille définitive. Parallélement a cette élongation,
une résorption des stéréocils surnuméraires est mise en place afin d’aboutir a une touffe ciliaire
formée de 3 a 4 rangées de taille croissante (Frolenkov et al., 2004; Jones et al., 2008) (figure
16C). A la naissance, la polarité des CC est terminée tout au long du canal cochléaire. Ce
mécanisme nécessite principalement la distribution asymétrique des protéines centrales de la voie
de la signalisation de la PCP ainsi que les protéines de la voie de la PCP dépendante des

protéines Gi (voir Chapitre | : La polarité cellulaire).
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E15.5 E16.5 E17.5 PO

Figure 16 : Représentation schématique du développement de la touffe ciliaire chez la souris. (A) A
E15,5, la surface apicale de la CC est recouverte de microvillosités (point gris clair). Le kinocil (bleu),
accompagné de son centriole (vert), migre de sa position centrale vers le pdle distal de la CC ; (B) Les
microvillosités adjacentes au kinocil commencent a s’épaissir pour donner les stéréocils (point gris fonce) ;
(C) A la naissance, la surface apicale de la CC est composée d’une touffe ciliaire, d’'un kinocil, et d’'une zone
dépourvue de microvillosités et de stéréocils située derriere le kinocil (zone orange). (adapté de (Lu and
Sipe, 2016))

* Développement, morphologie et fonction de la touffe ciliaire
Organisation structurelle de Ila touffe ciliaire

A la naissance, la surface apicale de la CC est composée d'un kinocil en position distale et
d’une touffe ciliaire en forme de « V » composée de 3 a 4 rangées de stéréocils de taille croissante
avec les stéréocils les plus courts qui sont situés en position proximale et les stéréocils les plus
longs en position distale, accolés au kinocil. Les stéréocils sont enchassés et maintenus dans la
plaque cuticulaire riche en actine. Un stéréocil est une structure polarisée avec sa partie basale,
appelée “pointed” ou extrémité négative, et son sommet appelé “barbed” ou extrémité positive
(Fettiplace and Kim, 2014; Tilney et al., 1980). Cette structure est composée d’'un ensemble de
filaments d’actine (actine filamenteuse ou actine-F) paralléles et rigidifiés grace a des protéines
liées a l'actine (actin cross-linked). L'absence de l'une de ces protéines conduit a la
dégénérescence précoce de la touffe ciliaire, en lien avec des surdités chez 'homme (Diaz-Horta
et al., 2018; Ebrahim et al., 2016; Scheffer et al., 2015; Sekerkova et al., 2011; Shin et al., 2010;
Taylor et al., 2015; Usui et al., 1999; Zhao et al., 2016).

L'ensemble de ces stéréocils sont liés entre eux grace a cing catégories de ponts protéiques
afin de maintenir une cohésion de la touffe ciliaire. Ces différents liens protéiques sont appelés
(figure 17) (Nayak et al., 2007) :

- Les liens apicaux (tip-links) qui relient le sommet d'un stéréocil a la membrane latérale du

stéréocil voisin ;
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- Les liens du sommet (top-links) qui relient le sommet d’un stéréocil a la membrane latérale
du stéréocil voisin ;

- Les liens latéraux (shaft-links) qui relient les membranes latérales de deux stéréocils
VOIsins ;

- Les liens a la base (ankle-links) qui relient la base de deux stéréocils ;

- Les liens au kinocil.

Tip-links
Canaux ae

méchanotransduction /
\

s

«— Top-links

. Actine

Plaque
cuticulaire
A\

|

Figure 17 : Représentation schématique d’une coupe transversale d’une touffe ciliaire. Les stéréocils,
organisés en rangées de taille croissante, sont reliés entre eux par des tip links. Au sommet des stéréocils,
on retrouve les canaux de mécanotransduction essentiels a la fonction auditive. Afin de rigidifier la structure,
les stéréocils sont enchassés dans la plaque cuticulaire. (adapté de (Fettiplace, 2016))

Seuls les tip-links et les top-links sont conservés a I'dge I'adulte, les autres liens sont
transitoires et dégénérent a P12. Les tip-links sont essentiels a la fonction auditive et a la
meécanotranduction. Toute rupture de ces liens aboutira a une désorganisation de la touffe ciliaire,
souvent suivie d’'une dégénérescence responsable de surdités chez la souris mais aussi chez

'’homme.
La mécanotransduction

La mécanotransduction est un mécanisme qui correspond a la conversion de l'onde
mécanique du son en un message électrique interprétable par le cerveau. Ce processus dépend
de la présence de canaux de mécanotransduction au sommet des stéréocils de moyennes
(rangée 2) et petites tailles (rangée 3). Lors d’'une stimulation sonore, 'onde mécanique du son
se propage le long du canal cochléaire permettant une vibration de la membrane basilaire sur

laquelle repose 'organe de Corti. Suite a ce mouvement, la déflexion des stéréocils (de I'ordre du
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nm) vers le kinocil engendre une tension des tip links et une ouverture des canaux de
mécanotransduction perméables aux petits cations (K* et le Ca?**). L’entrée de ces ions va
permettre la dépolarisation de la CC qui va alors libérer des neurotransmetteurs a sa base. Ce
relargage permet l'activation des neurones afférents conduisant a I‘envoi de I'influx nerveux au
SNC. On comprend alors que pour qu’un tel mécanisme puisse étre possible, la conservation de

la longueur, de I'organisation et de la cohésion des stéréocils au sein de la CC est essentielle.
Tip-complex, élongation et maintien de la longueur des stéréocils

Chez la souris, la touffe ciliaire est immature a la naissance. A ce stade, les stéréocils sont
émergeants et vont continuer a s’allonger durant les deux premiéres semaines post-natales
(Frolenkov et al., 2004). C’est ainsi que, contrairement a 'homme, la souris ne commence a
entendre que deux semaines aprés la naissance. Cette élongation est permise grace a I'addition
de monomeres d'actine (polymérisation d’actine) au sommet des stéréocils (Rzadzinska et al.,
2004a). Ce mécanisme nécessite la présence de protéines modulant les propriétés dynamiques
de l'actine. Ces protéines sont accumulées au sommet des stéréocils et forment un complexe
apical, ou « tip-complex » en anglais, au-dessus des filaments d’actine-F dans une zone riche en
monomere d’actine (actine glomérulaire : actine-G). De nombreuses protéines sont connues pour
étre impliquées dans ce mécanisme. Parmi ces protéines, le complexe protéique Myosine 15
(Myo15), composé de la Myo15, Whirlin et Eps8 (Epidermal growth factor receptor Pathway

Subsrate 8) est indispensable a cette fonction.

La Myo15, accumulée au sommet des stéréocils, semble étre la protéine centrale et
essentielle a I'élongation des stéréocils. Elle est composée d’un domaine moteur, deux domaines
Calmodulin binding motif (IQ), deux domaines MYosin Tail Homology 4 (MyTh4), deux domaines
FERM, un domaine SH3 et un domaine PDZBD (figure 18). Grace a son domaine moteur elle
transporte au sommet des stéréocils des protéines modulant le cytosquelette d’actine. Une
mutation de ce domaine, présente chez les souris Shaker-2, engendre des stéréocils
anormalement courts et une perte de I'organisation en taille croissante des stéréocils ce qui est
directement lié a des surdités autosomales récessives et des défauts vestibulaires chez cette
souris. Cette mutation existe également chez 'lhomme et entraine les mémes symptdmes
(DFNB3 ; OMIM : 602666) (Belyantseva et al., 2003, 2005; Beyer et al., 2000; Delprat et al., 2005;
Probst et al., 1998). Cette protéine a la capacité de se lier directement a Eps8 grace a son
domaine N-terminal et a la Whirlin avec son domaine C-terminal. A l'inverse, I'absence de la

Myollla et de la Myolllb, également présentes au sommet des stéréocils, va conduire a des
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stéréocils anormalement longs et entrainer des surdités lorsqu’elles sont simultanément absentes

de leur sommet (Lelli et al., 2016).

La Whirlin est tout aussi essentielle a [I'élongation des stéréocils. Cette protéine
d’échafaudage est le lien indispensable entre la Myo15 et les protéines qui doivent étre
transportées au sommet des stéréocils. Elle est composée d’'un domaine Harmonin-N Like (HNL),
de trois domaines PDZ lui permettant de nombreuses interactions protéiques et d’'un domaine
riche en proline (PR) (figure 18). La Whirlin est connue pour interagir avec le domaine C-terminal
de Eps8 au niveau de ses domaines PDZ1/2 et du domaine riche en proline (Manor et al., 2011a).
Elle interagit aussi avec les domaines MyTh4 et FERM de la Myo15 au moyen de ses domaines
PDZ1/2 ainsi qu'avec le domaine PDZBD de la Myo15 au moyen de son domaine PDZ3 (Delprat
et al., 2005; Manor et al., 2011a). L'absence de cette protéine (mutant murin Whirler) conduit a
un phénotype identique a celui causé lors la mutation de la Myo15. Cette mutation entraine donc
des surdités autosomales récessives chez 'lhomme (DFNB31 ; OMIM 607084) (Alazami et al.,
2015; Holme et al., 2002; Kikkawa et al., 2005; Mburu et al., 2003; Mogensen et al., 2007;
Mustapha et al., 2007). La mutation de ce géne est aussi connue pour étre a I'origine de rétinite
pigmentaire associée a une surdité modérée chez les patients porteurs du syndrome de Usher de
sous-type 2D (USH2D ; OMIM 611383) (Ebermann et al., 2007; Mathur and Yang, 2019) .

L’Eps8, est une « capping et bundling » protéine accumulée au sommet des stéréocils et est
composée d’'un domaine Phosphotyrosine binding domain (PTB), d’'un domaine PR, d’'un domaine
SH3, d’'un domaine capping et d’'un domaine bundling (figure 18). Sa fonction de « capping » a
pour but d’encapsuler I'extrémité positive (barbed end) des filaments d’actine composant les
stéréocils et ainsi de réduire I'accessibilité aux facteurs nécessaires a I'élongation de cette
structure. De fagon contre intuitive, la mutation de ce géne chez la souris (souris Eps8 cKO)
engendre non pas des stéréocils plus long mais des stéréocils anormalement courts tout comme
'absence de la Whirlin et de la Myo15 (Zampini et al., 2011). Grace a sa fonction de bundling,
Eps8 favorise le regroupement des filaments d’actine afin de former des faisceaux d’actine
(bundles) (Higgs, 2004). Ceux-ci permettent la stabilisation du stéréocil, condition nécessaire a

son allongement.

Une autre protéine de la famille des capping protéines, appelée Eps8L2 (Epidermal growth
factor receptor Pathway Substrate 8 Like 2), uniqguement exprimée au sommet des stéréocils des
moyennes et petites rangées est essentielle pour I'élongation de cette structure. L’absence de

cette protéine engendre des stéréocils plus courts dans la rangée la plus longue, ou elle n’est pas
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exprimée, ainsi qu'une dégénérescence progressive des stéréocils. Ce phénotype entraine des
surdités chez 'homme (Dahmani et al., 2015). Le Dr Furness conclut donc que Eps8 est
essentielle pour I'élongation initiale des stéréocils alors que Eps8L2 est nécessaire a long terme

pour le maintien de la longueur des stéréocils (Furness et al., 2013).

EpsB Cter Whirdin Whirin

Myo15

Whirin
o

Eps8 Nter Myo15

Myo15

Figure 18 : Représentation schématique des protéines du complexe Myo15. (adapté de (Manor et al.,
2011b)

La Twinfilin2 est elle aussi une capping proteine exprimée dans les moyennes et petites
rangées de stéréocils. Il semble que cette protéine est en lien avec I'arrét de la croissance de ces
stéréocils permettant la mise en place du gradient de taille. En effet, son expression dans le temps
est corrélée avec I'arrét de I'élongation de ces stéréocils. De fagon intéressante, le Dr Rzadzinska
observe dans un premier temps que la mutation de MyoVl/la (mutant Shaker-1), présent dans les
moyennes et petites rangées de stéréocils, conduit a une touffe ciliaire fragmentée avec des
stéréocils de la rangée la plus grande anormalement longs. Dans un second temps, il met en
évidence une interaction entre la MyoVlla et la Twinfilin, et en concluent que ce phénotype
observé chez les mutants shaker-1 est induit par une perte de I'effet inhibiteur de la Twinfilin en
absence de l'effet stabilisateur de la MyoVlla (Rzadzinska et al., 2009). A partir de ces
observations, une hypothése a été formulée selon laquelle I'organisation en taille croissante des
stéréocils au sein de la touffe ciliaire serait possible grace a deux catégories de protéines, les
protéines Myo15 et Whirlin, qui permettent une élongation des stéréocils les plus longs, et les
protéines MyoVlla et Twinfilin2, qui ont une activité inhibitrice sur I'élongation des stéréocils plus
courts (Rzadzinska et al., 2009).
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Les protéines formant le tip-complex ou liant les filaments d’actine entre eux jouent aussi un
réle dans la régulation de I'épaisseur des stéréocils. En régle générale, la mutation des génes
codant pour les protéines liant les filaments d’actine entre eux conduit a des stéréocils plus fins
responsables d’'une dégénérescence précoce de la touffe ciliaire. A l'inverse, I'absence de
certaines protéines essentielles a I'élongation des stéréocils, telles que Myo15 (mutant Shaker-
2), Whirlin (mutant Whirler), ou Eps8, sont connues pour induire des stéréocils plus larges. Si on
prend I'exemple de la Whirlin, 'absence de cette protéine entraine des stéréocils anormalement
épais. Contrairement a ce qu’on pourrait penser cet élargissement n’est pas causé par une
augmentation du nombre de filaments d’actine au sein des stéréocils mais a une augmentation
du nombre de protéines liant les filaments d’actine entre eux ce qui augmente I'espace entre ces
filaments (Mogensen et al., 2007). En 2011, le Dr Wang démontre in vitro une interaction entre la
Whirlin et Espin, une protéine liant les filaments d’actines entre eux (Wang et al., 2012a). De plus,
al'inverse de I'absence de la Whirlin, 'absence de Espin (mutant Jeker), est connue pour conduire
a des stéréocils anormalement fins (Rzadzinska et al., 2005; Sekerkova et al., 2011). Ces études
mettent donc en avant toute I'importance de I'équilibre d’expression de la protéine Espin, modulé
négativement par la Whirlin, sur le diametre des stéréocils. La MyoVI joue également un role
essentiel dans l'architecture des stéréocils. En effet, cette protéine localisée a la base des
stéréocils conduit a une fusion des stéréocils, a une déformation de la plaque cuticulaire et a une
perte de I'affinement de la base du stéréocil, conduisant a des surdités chez 'homme (Self et al.,
1999).

Sachant que les CC des mammiféres n‘ont pas de capacité de régénérescence,
’lhoméostasie des stéréocils avec un maintien et une régulation précise de la longueur de cette
structure est cruciale pour la fonction auditive. Les mécanismes intervenant dans cette fonction
sont encore méconnus et sujets a controverse. En effet, une des hypothéses émises est
schématiquement décrite comme un processus de tapis roulant (treadmill) avec un
renouvellement continu de la totalité de la longueur du filament d’actine. Ce renouvellement
continu est rendu possible grace a une polymérisation de I'actine au sommet par ajout de
monomere d’actine (actine-G) et une dépolymérisation simultanée d’actine a la base de celui-ci
(Rzadzinska et al., 2004b; Schneider et al., 2002). Pour étayer leur hypothése, ils ont analysé
l'incorporation de molécules d’actines exogénes liées a un fluorophore au cours du temps sur des
CC en culture. lls ont ainsi observé qu’un renouvellement rapide et total du filament d’actine se
fait en 24/48 heures dans l'organe de Corti et 72/96 heures dans le vestibule. lls ont constaté que
cette vitesse de renouvellement était dépendante de la longueur des stéréocils et est par

conséquent plus importante dans les stéréocils les plus longs. Depuis, un nouveau modele de
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renouvellement lent et restreint au sommet des filaments d’actine-F (slow treadmill mode)
s’oppose au modéle de renouvellement rapide (rapid treadmill model) précédemment établi. En
effet, grace a une technique d’'imagerie de cellules vivantes « Live cells imaging », en 2015, deux
équipes ont démontré que ce renouvellement du filament d’actine se fait seulement sur une
portion restreinte au sommet des filaments d’actine des stéréocils. Pour cela, ils ont également
utilisé des CC en culture transfectées par gene-gun avec de I'actine liée a un fluorophore. lls ont
confirmé ces résultats en observant l'incorporation de monomeéres d’actine liés a une molécule
photoconvertible ou alors en observant I'incorporation d’isotopes d’azote stable (N'°) nécessaires

a la synthése protéique (Drummond et al., 2015; Narayanan et al., 2015).
* Caractéristiques morpho-fonctionnelles des CC et des CS

Le parfait alignement et arrangement des CC et CS entre elles est indispensable a la fonction
auditive. Par conséquent toute perturbation dans la disposition de ces cellules engendrera des
conséquences irréversibles sur 'audition. Chaque CC est séparée d’'une autre CC par des CS.
Les CC sont des cellules neuro-sensorielles. Concréetement, ces cellules possédent a la fois les
caractéristiques d’'une cellule épithéliale, avec une polarité A-B, mais également les propriétés
d’'une cellule neuronale, grace aux innervations afférentes et efférentes qu’elles possédent et au
fait qu’elles libérent des neurotransmetteurs a leur base. Les CC sont de réels capteurs sensoriels
essentiels a la fonction auditive. Elles sont chargées de convertir un signal mécanique induit par
une onde sonore en un message électrique interprétable par le cerveau. Il existe deux types de
cellules ciliées : les CC internes (CCl) et les CC externes (CCE). Plus précisément, 'organe de
Corti est organisé de sa partie proximale vers sa partie distale par une rangée de CCI puis trois
rangées de CCE, le tout séparé par des CS. Ces deux types cellulaires different par leurs formes

et leurs fonctions (figure 19).

Les Cellules Ciliées Internes (CCI)

Au niveau fonctionnel, les CCl sont de véritables cellules sensorielles qui sont au cceur de la
perception auditive. Morphologiquement, les CCI présentent une forme de poire avec une touffe
ciliaire en forme de « U » (figure 19A et B1). Les CCI (environ 3500 chez I’homme) regoivent 90-
95% des afférences des neurones auditifs de types | myélinisés qui font d’elles les principales
actrices de la perception auditive (Delacroix and Malgrange, 2015; Rask-Andersen et al., 2012).
Une des grandes particularités des CCIl est qu’elles possédent a leur base des synapses
particuliéres appelées synapses a ruban. Contrairement a des synapses classiques, ces

synapses ne nécessitent pas de seuil minimal de dépolarisation et elles ne possédent pas de
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période réfractaire. Ces caractéristiques font d’elles des synapses trés rapides mais aussi
inépuisable (avec 1400 vésicules qui peuvent fusionner a la membrane contre 7 a 20 pour une

synapse classique) (Fuchs, 2005).

Les Cellules Ciliées Externes (CCE)

Contrairement aux CCl, la touffe ciliaire des CCE est en forme de “V” ou de “W” (figure 19A
et 19B2). Au niveau fonctionnel, bien que trois fois plus nombreuses que les CCl, les CCE (1200
en moyenne chez 'homme) jouent un réle mineur dans la perception auditive en recevant
uniguement 5-10% des neurones afférents de type Il non myélinisés (Berglund and Ryugo, 1987;
Delacroix and Malgrange, 2015). La principale fonction des CCE est I'amplification locale de la
vibration de la membrane basilaire induite par une stimulation sonore dans le but d’'augmenter la
sensibilité auditive (Fettiplace and Hackney, 2006). Cette modulation est possible grace a la
propriété contractile de la prestine le long de la membrane basolatérale de la CCE (Rask-
Andersen et al., 2012). C’est grace a des cycles de contraction-relachement que les CCE peuvent
moduler lintensité de la stimulation sonore. Ce mécanisme est connu sous le nom
d’éléctromotilité. Cette fonction contractile et d’amplification des CCE peut étre enregistrées par
la mesure des produits de distorsion des otoémissions acoustiques (DPOAE) (Ruttiger et al.,
2017).

Les Cellules de soutien (CS)

Le réle initialement identifié des CS est de séparer les CC les unes des autres, de les soutenir
physiquement et ainsi de donner une structure rigide a I'organe de Corti. L'expression de certains
genes centraux de la PCP dans les SC suggére aussi un réle important de ces cellules dans la
mise en place de I'axe de la PCP. De plus, ces cellules sont connues pour agir sur la survie des
neurones du ganglion spiral en relargant des facteurs neurotrophiques, tels que BDNF (Brain
Delivered Neurotrophinc Factor) ou NT-3 (Neurotrophin 3) (Delacroix and Malgrange, 2015;
Montcouquiol et al., 1998; Monzack and Cunningham, 2013). L’arrangement parfait de ces
cellules entre elles est terminé a la naissance. A maturité, on dénombre sept types de CS
nommées de la partie proximale a la partie distale (figure 19C) (Driver and Kelley, 2009; Fritzsch
and Elliott, 2018) :

Cellules de la Bordure Interne (borders cells) ;
Cellules Phalangéales internes (inner phalengeal cells) et externes (outer phalengeal

cells) qui séparent les CCl des CCE ;
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- Cellules Piliers Internes (inner pillar cells) et Externes (outer pillar cells) qui forment en leur
centre le Tunnel de Corti ;
- Cellules de Deiter (Deiters cells) qui soutiennent les CCE ;

- Etles Cellules de Hensen.

De part et d’autre, on retrouve I'inner sulcus (partie proximale/neurale) et I'outer Sulcus qui
borde ce domaine (partie distale/abneural). Chez certaines espéces, tels que les poulets, outre
leur réle de soutien, les CS participent a la régénération de I'épithélium sensoriel (Warchol, 2007).
Cette particularité absente chez les mammiféres fait 'objet d’'une recherche intensive afin de

I'exploiter pour régénérer des CC chez 'lhomme.

Cellules de soutien

[] tmner sulcus
. Celiules de la Bordure interne
B cellules Ciliées Interne
[l Cellules Phalangéale Interne
[ celiules Pilier Interne
B collules Piior Externe
Cellules Cilides Externe
. Cellules de Deiter
Cellules de Hensen
Outer sulcus

Figure 19 : Structure de I'organe de Corti. (A) Coupe transversle de I'organe de Corti. Les cellules ciliées
internes (CCI) sont organisées en une seule rangée sur la partie proximale et les cellules ciliées externes
(CCE) sont organisées en trois rangées sur la partie distale. (adapté de : Principles of Neural science, 5th
edition) ; (B) Vue de surface d’'une CCI (1) et d’'une CCE (2) en microscopie électronique a balayage (images
obtenues par le Dr Forge, UCL a Londres) ; (C) Représentation schématique de I'organisation des cellules
de soutien (CS) au sein de I'organe de Corti. (adapté de : (Fritzsch and Elliott, 2018))
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E. Caractéristiques d’un son

Un son est défini comme une vibration mécanique qui se propage sous forme d’onde
sinusoidale. Il est caractérisé par deux paramétres : une fréquence (en Hertz (Hz)) et une intensité
(en Décibels (dB)).

1. Le spectre auditif

Chaque espéce posséde un spectre auditif bien précis. L’homme peut entendre une gamme
spécifique de fréquences comprises entre 20 (fréquences graves) et 20000Hz (fréquences
aigues). Basé sur ce spectre nous appelons infrasons les sons dont la fréquence est inférieure a
20Hz et ultrasons les sons supérieurs a 20000Hz. Pour exemple, les animaux tels que les taupes
ou les éléphants sont capables d’entendre des infrasons et donc de capter des vibrations telles
que celles émises avant un tremblement de terre. A l'inverse, les dauphins ou les chauves-souris

peuvent entendre des ultrasons allant jusqu’a 160000Hz. (Raphael et al., 1991).

L’oreille pergoit des niveaux d’intensité de sons qui sont souvent décrits sous la forme d’une
échelle avec différents niveaux de danger. Ainsi :

-  Entre 0 et 80dB : les sons sont considérés comme sans risque pour I'audition. Par exemple
une conversation normale entre deux personnes se situe a 60dB ;

- Entre 80 et 115dB : les sons sont considérés comme nocifs pour I'audition. C’est le cas
pour le bruit produit par un marteau piqueur ;

- Entre 115 et plus de 140dB : les sons sont considérés comme trés dangereux pour
'audition car ils entrainent des dommages irréversibles. C’est le cas du bruit d’'un avion

qui décolle.

Ces deux caractéristiques du son, fréquence et intensité, permettent de créer une courbe
d’audibilité. Cette courbe indique pour chaque fréquence le seuil en dB nécessaire a la perception.
Pour des fréquences de sons proches des extrémités du champ audible, nous avons besoin d’'une

intensité plus élevée que pour des fréquences de sons situées au milieu de la gamme.
2. Latonotopie de I'organe de Corti :

Une des caractéristiques remarquables de l'organe de Corti est que c’est un organe
tonotopique. Concrétement, cela signifie qu’il y a une graduation continue de I'analyse des sons
en fonction de leur fréquence le long de 'organe de Corti. Par conséquent les sons de hautes

fréquences, correspondant a des sons aigus, sont encodés a la base de la cochlée tandis que les
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sons de basses fréquences, correspondant a des sons graves, sont encodés a l'apex de la
cochlée. Ce mécanisme fait intervenir les propriétés élastiques de la membrane basilaire sur
laquelle repose I'organe de Corti. En effet, 'onde sonore va étre amplifiée par le conduit auditif
externe, puis elle va induire la vibration de la membrane tympanique qui va conduire a la vibration
des osselets. L'étrier va propager cette force en faisant vibrer la périlymphe contenue dans la
chambre vestibulaire. Ce mouvement liquidien va alors se propager par I'hélicotreme dans la
chambre tympanique et induire la vibration de la membrane basilaire. La distance parcourue par
'onde sonore propagée le long de la membrane basilaire dépend de sa fréquence. En effet, la
structure de la membrane basilaire différe entre la base et I'apex de la cochlée. A la base, cette
membrane est étroite mais plus épaisse ce qui fait d’elle une membrane rigide contrairement a
'apex ou elle est large et fine et donc souple. Ainsi, lorsqu’'un son de haute fréquence atteint
I'oreille, il fait vibrer intensément la base de la membrane basilaire ce qui est trés couteux en
énergie et ne permet pas ensuite la propagation du son vers I'apex de la cochlée. A l'invserse, les
sons de basses fréquences sont dans I'incapacité de faire vibrer la base de la cochlée et vont

donc garder leur énergie et se propager vers I'apex de la cochlée.
3. Les voies auditives

A la sortie de l'oreille interne, le ganglion spiral (en provenance de la cochlée) et le nerf
vestibulaire se rejoignent pour former le nerf vestibulo-cochléaire qui est le VIlléme nerf cranien.
Ce nerf contenant les informations auditives va alors rejoindre le cortex auditif en passant par

plusieurs relais.
a. Le noyau cochléaire

Le noyau cochléaire est le premier relais auditif faisant suite aux CC, situé dans la partie
latérale de la moelle épiniére. A ce niveau, la fonction de cette structure est de décoder la durée,

lintensité, et la fréquence du son émis.
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b. Le complexe olivaire supérieur

Les fibres nerveuses en provenance du noyau cochléaire vont projeter en ipsi et controlatéral
au niveau du complexe olivaire supérieur. Une telle organisation permet a un hémisphére de
recevoir les informations des deux oreilles a la fois et donc de percevoir un son unique. C’est
aussi au niveau de cette structure que s’opére un rétrocontréle négatif surles CCE via la projection
de fibres efférentes cholinergique. On retrouve aussi les synapses les plus grandes du systéme
nerveux central : les calices de Held (Borst and Soria van Hoeve, 2012).

c. Le colliculus inférieur

Le colliculus inférieur, situé au niveau du mésencéphale, recoit les fibres neuronales en
prévenance du complexe olivaire supérieur. Cette structure joue essentiellement un role dans le

décodage de la localisation d’'un son.
d. Corps genouillé médian

Le dernier relais avant le cortex est le corps genouillé médian situé au niveau du thalamus.
C’est au niveau de cette structure que se fait un travail d’intégration en préparant une réponse
motrice. L’ensemble des fibres de ce relais vont alors projeter sur le cortex auditif afin de terminer

le décodage du son.

L’ensemble de ces relais ainsi que le cortex auditif primaire conservent I'organisation
tonotopique de la cochlée afin de conserver les informations sur la fréquence du signal sonore. A
laide d'un test appelé Potentiels Evoqués Auditifs (PEA ou ABR pour Auditory Brainstrem
Response en anglais), les potentiels du nerf en provenance des CCI sont enregistrés pour les
différentes intensités du son. Ce type d’enregistrement est un audiogramme. Sur les traces de cet
enregistrement on retrouve différents pics correspondants au différents relais des voies auditives.
Il est également possible de mesurer la fonctionnalité des CCE grace a la mesure des produits
de distorsions des otoémissions acoustiques (DPOAE en anglais). Par conséquent, ces tests nous

donnent la possibilité de déterminer I'origine d’une surdité (Ruttiger et al., 2017).
F. Surdités

La surdité est définie comme une altération de l'acuité auditive. Elle représente le déficit
sensoriel le plus représenté dans le monde. En effet, d’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé

(OMS), on estime que 466 millions de personnes dans le monde ont une déficience auditive
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incapacitante (déficit supérieur a 40dB) dont 34 millions d’enfants. Si on prend I'exemple de la
France, on observe prés d’'un millier de nouveau-nés (0,25%) qui naissent par an avec un déficit
auditif. De plus, le nombre de personnes touchées par une surdité ne cesse de croitre avec I'age.
L'INSERM (Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale) estime que 6% des
personnes entre 15 et 24 ans, 9% des personnes entre 25 et 34 ans, 18% des personnes entre
35 et 44 ans et plus de 65% des personnes de plus de 65 ans ont des déficits auditifs. Il est estimé
que d’ici 2050, 900 millions de personnes seront touchées par une déficience auditive (soit prés
d'une personne sur 10). La perte auditive a des répercussions a différents niveaux, et en
particulier au niveau :

Social : avec un isolement des personnes touchées qui sont dans l'impossibilité de

communiquer avec les autres. Cet isolement peut avoir des préjudices non négligeables

sur la vie quotidienne,

- Economique : avec un colt au niveau du secteur de la santé.
Toutes ces données permettent d’affimer que la surdité est un probléeme majeur de santé publique.

Il existe différents niveaux de surdité évalués par audiogramme :
Légere : perte auditive comprise entre 20 et 40 dB ;
Moyenne : perte auditive comprise entre 40 et 70 dB ;
Sévere : perte auditive comprise entre de 70 a 90 dB ;

Profonde : perte auditive comprise entre 90 et 120dB.

Une surdité peut avoir différentes origines ce qui permet de la classer selon quatre catégories :
Surdité de transmission (trés facilement traitée) : qui correspond souvent a une atteinte de
l'oreille externe ou moyenne (otites chroniques, malformation de la chaine des
osselets...) ;

- Surdité de perception (majorité des surdités) : qui correspond a une atteinte de la portion
auditive de loreille interne ou des voies nerveuses auditives (surdité congénitale,
traumatisme cranien, infection, médicaments ototoxiques...) ;

Surdité mixte : qui correspond a une surdité de transmission et de perception ;
Surdité brusque (trés rare) qui apparait souvent sans cause bien définie (souvent causée

par une infection, un traumatisme cranien...).

Les causes de déficits auditifs peuvent étre classées en deux catégories. Elles peuvent étre :
Congénitales : déficit présent dés la naissance ou acquis trés tot aprés la naissance ;

Ou Acquises : déficit apparaissant a tout age.
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Les surdités congénitales peuvent étre d’origine génétique, récessive ou dominante, ou bien
engendrées suite a des complications pendant la grossesse ou lors de I'accouchement (maladie
développée pendant la grossesse, asphyxie a la naissance, jaunisse...). Parmi ces surdités on
peut subdiviser en surdité syndromique (associée a d’autres anomalies) ou non syndromique (non
associée a d’autres troubles). A l'inverse, les surdités acquises sont souvent liées a des facteurs
environnementaux (traumatisme cranien, exposition a un niveau sonore excessif) ou a des

traumatismes récurrents (maladies infectieuses, médicaments ototoxiques...).
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Chapitre lll : Le systéme nerveux central

A. Définitions et généralités

Au cours de cet exposé je vais me focaliser sur la compréhension de la mise en place du
cortex au cours du développement. A E14,5, le cortex est composé de différentes zones inégales
en taille et en composition, qui sont de la partie apicale vers la partie basale : la zone ventriculaire
(ou ventricular zone (VZ)), la zone subventriculaire (ou subventricular zone (SVZ)), la zone
intermédiaire (ou intermediate zone (12)), la sous plaque (ou subplate (SP)), la plaque corticale
(ou cortical plate (CP)), et la zone marginale (ou marginal zone (MZ)) (Fame et al., 2011; Kwan et
al., 2012) (figure 20). Le moment de production des neurones qui composent la CP au cours de
la neurogénése va définir leur devenir, leur fonction ainsi que leur position au sein des couches
corticales. Dans sa globalité, le cortex a maturité est composé de deux catégories de neurones :
80% de neurones glutamatergiques (excitateurs) et 20% de neurones GABAergiques
(inhibiteurs). La répartition de ces neurones au sein du cortex se fait selon deux modes de

migration : radiale (neurones glutamatergiques) et tangentielle (neurones GABAergiques).

B. Développement et migration neuronale
1. Migration radiale pour les neurones excitateurs du cortex

Chez la souris entre E14 et E16, les neurones corticaux excitateurs prennent naissance au
niveau de la VZ située au niveau du télencéphale dorsal (figure 20) (Paridaen and Huttner, 2014b).
Initialement, la plaque neurale est formée d’une seule couche de progéniteurs neuroépithéliales
(NE) qui vont former le neuroépithélium au niveau de la VZ. Ces cellules sont polarisées avec leur
pble apical attaché a la surface ventriculaire et leur péle basal en contact avec la surface du futur
cerveau appelée surface piale. Les cellules NE ont un petit domaine apical séparé du volumineux
domaine basal par des TJ afin de limiter la diffusion des molécules apicales vers le domaine basal.
Cet épithélium est pseudostratifié avec les noyaux des cellules NE réparties sur toute I'épaisseur
du cortex. Ces noyaux vont alors migrer le long de I'axe apico-basal en fonction des stades du
cycle cellulaire avec systématiquement une division mitotique au niveau de la VZ. Au cours du
développement, la premiére phase mise en place est la phase pré-neurogénése, qui consiste en
une phase de prolifération massive avec des divisions symétrique des cellules NE pour permettre
un renouvellement des progéniteurs (McConnell, 1995; Rakic, 1995). Puis, une phase de
neurogénése se met en place. La division des cellules NE devient alors asymétrique permettant
la génération de deux cellules aux fonctions différentes : un neurone et une cellule progénitrice

capable de se diviser a nouveau (G6tz and Huttner, 2005). Les premiers neurones générés vont
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migrer pour former la SP. Les cellules NE vont ensuite se transformer en cellules de la glie radiaire
apicale (ou apical Radial Glia Cell (aRGC)) afin de servir de support pour la migration des
neurones vers la surface piale. Les cellules NE et les aRGC définissent alors des cellules
progénitrices apicales. Au cours de leur migration le long des aRGC, les neurones sont dans un
premier temps multipolaire dans la |IZ puis ils acquierent une forme bipolaire dans la CP avant de
trouver leur position définitive. Chez les mammiféres les aRGC vont donner naissance a une
catégorie de cellules progénitrices basales : les progéniteurs intermédiaire (ou Intermediate
Progenitor Cell (IPC)) et les bRGC basales (ou basal Radial Glia Cell () RGC)) (Fietz and Huttner,
2011; Kriegstein and Noctor, 2004; Peyre and Morin, 2012; Wang et al., 2011). Ces progéniteurs
sont différents au niveau de leur morphologie et de leur composition protéique. Chez tous les
mammiféres, les IPC sont des cellules apolaires qui vont migrer en position basale vers la SVZ
tout en rétractant leur attachement apical et leur processus basal. Puis, elles vont acquérir une
division symétrique afin de donner naissance a deux neurones qui vont migrer le long de la RGC
pour acquérir leur position au niveau de la CP. Uniquement chez les gyrencéphales (mammiferes
présentant des circonvolutions du cortex), on retrouve les bRGC, des cellules unipolaires qui vont
migrer en position basale vers la SVZ, tout en perdant leur lien apical et en conservant leur
processus basal. Ces cellules vont alors avoir le choix entre une division symétrique, pour
renouveler le stock de bRGC au niveau de la SVZ, ou alors une division asymétrique afin de
produire de nouveaux neurones qui vont migrer dans les couches de la CP (figure 20). Ces bRGC
ont été décrites comme étant essentielles pour la formation des repliements (circonvolution) a la

surface du cerveau (Fietz and Huttner, 2011).
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Figure 20 : Représentation schématique de la génération, migration et différenciation des cellules
neuronales du cortex. En pré-neurogénése, les cellules neuroépithéliales (NE) situées dans la zone
ventriculaire (VZ) subissent une division symétrique pour produire un stock de cellules progénitrices. Les
premiers neurones générés vont former la sous plaque (SP). Puis, pendant la neurogénése précoce, les
cellules NE vont alors se transformer en cellules de la glie radiaire apicales (aRGC). Les aRGC acquiérent
une division asymétrique afin de générer une nouvelle aRGC et un neurone. Ce neurone alors généré va
se lier a la projection basale de aRGC et migrer dans la plaque corticale (CP) pour acquérir sa position
définitive. Les neurones nés en premier vont former les couches profondes de la CP (couches 5 et 6 (L5-
L6)) alors que les neurones générés plus tardivement vont former les couches superficielles de la CP
(couches 2, 3 et4 (L2, L3 et L4)). Certaines populations de aRGC vont donner naissance a des progéniteurs
intermédiaire (IPC) ou des progéniteurs basaux RGC (bRGC) dans la zone subventriculaire (SVZ). A la fin
de la neurogénése, les aRGC vont retracer leur processus basal pour générer des cellules gliales ou des
cellules épendymaires. Lors de la migration tangentielle, les interneurones vont migrer au niveau de la zone
marginale (MZ ou L1) et de la zone intermédiaire (1Z2). Les neurones des différentes couches corticales vont
alors projeter leurs axones soit en dehors du cerveau (tronc cérébral, moelle épiniére...) pour les couches
profondes ou alors au sein du cerveau pour les couches superficielles. (adapté de (Kwan et al., 2012;
Shibata et al., 2015))

Au cours de la neurogéneése, les différentes projections neuronales vont séquentiellement étre
générées et migrer dans les différentes couches du cortex. Les neurones qui vont donner les
couches les plus profondes sont générés en premier, suivis des neurones qui vont former les
couches superficielles. A maturité, le cortex est composé de six couches allant de la couche 1, la
plus externe, a la couche 6, la plus interne (Fame et al., 2011; Kwan et al., 2012). C’est donc le
moment de synthése des neurones qui est déterminant pour leur position et leurs fonctions.
Chaque couche corticale aura donc une identité cellulaire reflétée par I'expression de facteurs de
transcription bien spécifiques. Les plus caractérisés et utilisés pour le marquage de ces différentes
couches en immunohistologie sont :
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- Couche 1 : Reelin, Calretinin et Tbr1 ;
- Couche 2/3 : Cux1 etBrn1/2;

- Couche 2/3/4 : Satb2 ;

- Couche 5: Ctip2 ou Sox5 ;

- Couche 6 :Tbr1;

- Couche SVZ: Tbr2 et Btg2 ;

- Couche VZ : Pax6 et Sox2.

Les fonctions et futures connexions des neurones sont déterminées par la couche dans
laquelle ils se situent. Par exemple, les neurones des couches 6, 5 et 4 projettent sur le thalamus
et forment les conduits corticaux/thalamique alors que les neurones des couches 2 et 3 forment
la majorité (80%) du corps calleux en projetant leurs axones de fagon controlatérale pour

connecter 'hémisphere opposé (Fame et al., 2011; Kwan et al., 2012).

A la fin de la neurogénése, la gliogénése se met en place grace a une transformation des
aRGC en cellules gliales (astrocytes) ou en cellules épendymaires. Ces cellules nerveuses
composent 'environnement des neurones. Elles assurent entre autre ’homéostasie, la protection,

et I'élimination des cellules mortes tout en combattant les pathogénes.
2. Migration tangentielle et radiale pour les neurones inhibiteurs du cortex

A partir de E13,5, chez les rongeurs, les neurones GABAergiques corticaux sont générés au
niveau de la zone ventriculaire ventrale dans deux structures : les éminences ganglionnaires
médiales et latérales (ou medial ganglionic eminence (MGE) et lateral ganglionic eminence
(CGE)) (Klingler, 2017; Marin and Rubenstein, 2001). A l'inverse des neurones excitateurs du
cortex, les neurones inhibiteurs débutent leur migration de fagon tangentielle jusqu’a la MG et I'lZ
du cortex puis ils basculent sur une migration radiale afin de coloniser les différentes couches du
cortex (Buchsbaum and Cappello, 2019a; Marin et al., 2010).

C. Les génes de polarité dans le développement du Systéme nerveux central (SNC)

Le cerveau est un organe complexe composé de milliards de neurones connectés entre eux
grace a leurs synapses. La polarité correcte des neurones est donc essentielle au bon
fonctionnement synaptique. Pour ce faire, les neurones sont des cellules polarisées avec un corps
cellulaire, un axone et un arbre dendritique. Les neurones recgoivent I'information en provenance
de I'environnement grace a leurs dendrites, cette information transite le long de I'axone jusqu’aux
terminaisons synaptique afin de transmettre I'information aux cellules voisines qu’elles contactent.
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La polarité et la motilité neuronales dépendent essentiellement de l'organisation et de la
dynamique du cytosquelette. Les génes de la PCP, tous exprimés au niveau cérébral, jouent un
réle essentiel dans le développement neuronal comme par exemple lors du développement
dendritique, de la migration neuronale ou du guidage axonal. Par conséquent, toute perturbation
de ces génes aura une conséquence directe sur la morphologie neuronale (Tissir and Goffinet,
2006).

Si nous prenons I'exemple de la drosophile, Fmi est décrite comme étant importante pour le
développement des fibres axonales du systéme visuel. L’ceil de drosophile est composé de plus
de 750 ommatidies (photorécepteurs), et chaque ommatidie est composée de 8 neurones
photorécepteurs (R1-R8). Ces neurones photorécepteurs peuvent étre subdivisés en deux
groupes, R1-R6 et R7-R8 basé sur le fait qu’ils projettent différemment au niveau du SNC (Lee et
al., 2003; Senti et al., 2003). Dans ce modéle, Fmi a été décrit comme étant enrichie dans le céne
de croissance. Au cours du développement, I'extrémité distale des jeunes neurones est composée
d’'une structure riche en actine appelée le cone de croissance. Cette structure motile capte les
informations attractives ou répulsives contenues dans le milieu extracellulaire afin de s’orienter et
d’atteindre sa destination finale. Par conséquent, 'absence de Fmi dans cette structure conduit a
une perturbation du guidage axonal matérialisée par une désorganisation de la projection des
neurones au niveau du SNC (Lee et al., 2003; Senti et al., 2003).

Chez les mammiféres, contrairement aux cellules épithéliales, la mutation des génes centraux
de la PCP ne semble pas toujours engendrer les mémes phénotypes. Par exemple, en 2004 le
Dr Shima découvre que I'absence de Celsr2 conduit a une diminution de la longueur dendritique
mais aussi a une diminution de la complexité de I'arbre dendritique alors que Celsr3 semble avoir
I'effet opposé (Shima et al., 2004). La mutation de Pk2 a aussi été décrite comme perturbant le
développement synaptique au niveau de I'hippocampe chez la souris. Ce phénotype est

directement en lien avec des symptoémes du spectre autistique (Sowers et al., 2013).

Les voies de signalisation des protéines centrales de la PCP sont aussi connues pour étre
essentielles a la migration neuronale au cours du développement, comme par exemple lors de la
migration des neurones branchiomoteurs du visage (Facial bronchiomotor (FBM)). La migration
de ces neurones combine a la fois une migration tangentielle et radiale. Initialement générés au
niveau du 4éme rhombomeére (ou cerveau dorsal — r4) a E9,5 chez la souris, les corps cellulaires
des neurones FBM vont dans un premier temps migrer tangentiellement et caudalement vers le

6eme rhombomere (r6) avant de migrer de fagon radiale en position dorsale dans le r6 afin de
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connecter les muscles du visage (Tissir and Goffinet, 2013). Les premiéres évidences de
I'implication des génes de la PCP dans ce mécanisme ont été fait chez le poisson zébre. En effet,
différentes études démontrent que la transplantation de neurones FBM contrdles dans un héte
muté pour vangl2, Fzd3 ou Celsr2 perdent la capacité de migrer caudalement (Bingham et al.,
2002; Tissir and Goffinet, 2013; Wada et al., 2006). Ce qui démontre une fonction autonome et

non autonome de ces génes dans ce modele.
D. Déficits et pathologies associées a des mutations précoces
1. Développement et pathologies associées a des malformations du corps calleux

Le cerveau est composé de de trois commissures interhémisphériques qui sont (1) la
commissure antérieure, (2) la commissure hippocampique, et (3) le corps calleux (figure 21A).
Contrairement a la commissure antérieure et a la commissure hippocampique, le corps calleux
n’est présent que chez les mammiféres placentaires, ce qui suggére qu’il résulte d’'un mécanisme
d’évolution. La zone du cerveau traversée a la fois par ces trois commissures est appelée plaque

commissurale.

Parmi ces liens interhémisphériques, le corps calleux est la commissure la plus large formée
uniguement de matiére blanche correspondant a des fibres axonales. A la naissance elle est
composée de 200 millions de fibres qui vont marir pendant I'enfance grace au mécanisme de
myélinisation (van der Knaap and van der Ham, 2011). Cette commissure est formée de faisceaux
axonaux en provenance des neurones corticaux qui projettent sur I’hémisphére controlatéral. Les
axones commissuraux doivent donc traverser la ligne médiane (Midline Glia (MG)) grace au
processus de migration neuronale et plus précisément au mécanisme d’attraction répulsion (figure
21B). Pour cela, le chemin des axones commissuraux est bordé de I'indusium griseum Glia (IGG)
en partie dorsomédiale, de la glial wedge dans sa partie ventrolatérale et des cellules de la MG
dans sa partie ventromédiale. A E13 chez la souris, ces cellules sécrétent des facteurs
chémoattractants ou chémorépulsants afin de guider 'axone. A E15, les neurones du cortex
cingulaire sont les premiers neurones qui émettent des projections controlatérales, suivis un jour
plus tard par les axones commissuraux. Aprés avoir traversé la zone médiane, les axones
commissuraux vont alors innerver les différentes régions cibles du cortex (Donahoo and Richards,
2009). Au cours du développement, la mise en place du corps calleux fait appel a deux guides qui
sont dans la partie antérieure les axones du cortex cingulaire et au niveau postérieur les axones

de la commissure hippocampique (figure 21B) (Suarez et al., 2014).
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Figure 21: Représentation schématique des commissures dans le cerveau de souris. (A)
Représentation d’'une coupe sagittale d’'un cerveau de souris avec les différentes commissures ; (B)
Représentation d’une coupe coronale de cerveau de souris avec les différentes commissures. (adapté de
(Donahoo and Richards, 2009))

Différentes malformations du corps calleux sont connues a ce jour :

- Agénésie du corps calleux qui correspond a une absence totale du corps calleux souvent
induite par une perturbation de la croissance axonale avec les axones commissuraux qui
ne croisent pas la MG ;

- Dysplasie du corps calleux qui correspond a une absence partielle de certaines parties du
corps calleux. Cette anomalie est souvent due a une perturbation de la croissance des
axones cingulaires (si absence de la partie antérieure du corps calleux) ou des axones de
la commissure hippocampique (si absence de la partie postérieure du corps calleux) ;

- Hypoplasie du corps calleux qui correspond a un corps calleux anormalement fin souvent
engendrée par une anomalie du nombre de neurones corticaux disponibles pour sa
formation (Suarez et al., 2014).

Celsr3 et Fz3 ont été décrits comme étant cruciaux au développement axonal. La mutation de
ces genes est en lien avec des perturbations de la mise en place de la commissure antérieure,
du corps calleux et du tractus thalamocortical (Tissir et al., 2005; Wang et al., 2002). La
perturbation morphologique de cette commissure est connue pour étre associée avec des
pathologies psychiatriques chez 'homme telles que la schizophrénie, I'autisme, le trouble
déficitaire de l'attention avec hyperactivité (ADHD), le trouble de la personnalité, I'épilepsie ou
encore la bipolarité (van der Knaap and van der Ham, 2011; Unterberger et al., 2016).
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2. Hétérotopies, lissencéphalies, polymycrogyries et microcéphalie

La perturbation de la prolifération, de la division des progéniteurs neuronaux ou de la
migration radiale induites par des mutations génétiques sont a I'origine de malformations du SNC
chez I'homme. Plus précisément, la perturbation de la division ou de la prolifération des
progéniteurs neuronaux est a I'origine de microcéphalies, c’est-a-dire un cerveau anormalement
petit. Quant aux lissencéphalies (absence des circonvolutions a la surface du cerveau) ou aux
hétérotopies (migration ectopique des neurones) et polymicrogéries (présence anormalement
élevée de circonvolutions), elles sont induites par une perturbation de la migration radiale des
neurones corticaux et de l'organisation de ces neurones au sein des couches corticales
(Buchsbaum and Cappello, 2019a; Pang et al., 2008). Ces anomalies de migration sont souvent
causees par des affections du cytosquelette de tubuline. En effet, dans le cas de la tubulinopathie
liee a la mutation des génes Lis7 (Lissencephaly type I) ou DCX (Double Cortin) qui sont des

protéines stabilisatrices des microtubules, on retrouve des lissencéphalies et des hétérotopies.

La perturbation de la migration neuronale n’est pas la seule origine de ces anomalies
corticales. En effet, la mise en place de cette organisation et de cette architecture bien spécifique
du cortex est déterminée par une parfaite coordination de la division asymétrique et symétrique
des cellules progénitrices. Une perturbation du ratio progéniteurs/neurones modifie I'architecture
du cortex et favorise une mauvaise répartition des neurones et des progéniteurs au sein des
différentes couches du cortex (Buchsbaum and Cappello, 2019b; Peyre and Morin, 2012). Bien
que ce meécanisme ne soit pas totalement élucidé, les complexes protéiques formés de
Gpsm2/Gai/lnsc et Par3/Par6/aPKC sont connus pour avoir un réle crucial dans ce mécanisme.
La perturbation de ce mécanisme est directement en lien avec des pathologies neuronales telles
que la microcéphalie. Plus précisément, ce phénotype est causé par un épuisement précoce du
stock de progéniteurs induit par une augmentation du nombre de division asymétrique des cellules
progénitrices. De plus, des études ont aussi montré que la perturbation de I'expression des
protéines apicales telles que Par3 ou Par6 influence le devenir cellulaire. En effet, une
surexpression de Par3 ou de Par6 va favoriser le renouvellement des cellules progénitrices alors
qu’a l'inverse une déplétion en Par3 augmente la sortie du cycle cellulaire et donc la production
de neurones (Bultje et al., 2009; Costa et al., 2008). Mais d’autres protéines du complexe de
polarité A-B jouent un réle dans cette fonction. En effet, il a été démontré que la mutation de Pals1
conduit aussi a une sortie prématurée du cycle cellulaire des cellules progénitrices et par
conséquent a une synthese précoce de neurones. Dans cet exemple, cette mutation engendre

aussi un phénotype cérébral sévere avec une forte mort cellulaire a l'origine d’'un faible
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développement cortical. Ces résultats démontrent une nouvelle fonction de cette protéine dans la

survie cellulaire (Kim et al., 2010).
3. Hydrocéphalies

Le cerveau et la moelle épiniere baignent dans le liquide céphalorachidien (LCR). La fonction
principale de ce liquide est d’absorber et d’amortir les mouvements ou les chocs qui risqueraient
d'endommager le cerveau. La circulation de ce liquide permet aussi d’évacuer les déchets
produits par le fonctionnement cérébral et d’assurer une protection immunologique. De ce fait, sa
composition refléte alors I'état physiopathologique du cerveau : inflammation, infection, présence
de molécules pharmacologiques, etc. Afin de maintenir une certaine homéostasie le
renouvellement se fait tous les 3 a 4 jours. Une perturbation de ce mécanisme est en lien direct

avec des hydrocéphalies, c’est a dire une accumulation anormale du LCR dans les ventricules.

Le LCR est sécrété a 75 % par les cellules du plexus choroide au niveau des ventricules
latéraux et a 25% par les cellules épendymaires qui bordent les ventricules. Les cellules
épendymaires sont des cellules épithéliales qui possédent a leur surface apicale de nombreux cils
qui battent de facon coordonné dans une seule direction. Ce mouvement crait un flux liquidien
nécessaire a I'écoulement du LCR des ventricules latéraux vers le 3°™ puis le 4°™ ventricule
avant sa distribution dans I'espace subarachnoidien (figure 22) (Bothwell et al., 2019; Khasawneh
et al., 2018). Les génes centraux de la PCP jouent un rble central dans le positionnement correct
des cils a la surface des cellules épendymaires. En effet, la mutation de Celsr2, Celsr3 ou vangl2
chez la souris conduit a une orientation aléatoire des cils a la surface apicale des cellules
épendymaires a l'origine d’une perturbation du flux liquidien du LCR et par conséquent a des

hydrocéphalies (Guirao et al., 2010; Tissir et al., 2010).
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Figure 22 : Représentation schématique d’'une coupe sagittale de cerveau humain représentant la
production et la circulation du liquide céphalorachidien. Fleche noir : sens de circulation du liquide
céphalorachidien. (adapté de Neurology.mhmedical.com)

Les hydrocéphalies congénitales (HC) (acquises dés la naissance) sont des pathologies
cérébrales séveres avec une forte mortalité qui affecte 4,65 sur 10000 naissances. Elles sont
caractérisées par une accumulation de LCR dans les ventricules cérébraux engendrant un
élargissement des ventricules. |l existe deux catégories d’'HC : gonosomique (mutation portée par

les chromosomes sexuels) ou autosomique (mutation portée par les chromosomes non sexuels).

Parmi les HC gonosomique deux génes sont particulierement connus pour étre en lien avec
cette pathologie : L1CAM et AP1S2 (Shaheen et al.,, 2017). Ces mutations portées par le

chromosome X, sont des HC non syndromique (sans autre anomalie cérébrale) causées par une
3eme 4°™ yentricule

obstruction de 'aqueduc de Sylvius (zone de communication entre le et le

cérébrale).

A ce jour, pour les HC autosomiques récessives quatre génes ont été mis en cause : Daple
(Dvl1-associating proteins with a high frequence of leucine aussi appelée Hyc1 ou CCDC88C)
(Drielsma et al., 2012; Ekici et al., 2010; Ruggeri et al., 2018), Mpdz (Multiple PDZ domain protein
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aussi appelée Hyc2 ou Mupp1) (Al-Dosari et al., 2013; Al-Jezawi et al., 2018; Saugier-Veber et
al., 2017; Shaheen et al., 2017), WDR81 (WD repeat-containing proteins 81 aussi appelé Hyc3)
(Alazami et al., 2015; Cappuccio et al., 2017; Cavallin et al., 2017; Gulsuner et al., 2011; Komara
et al., 2016; Shaheen et al., 2017) et EML1 (Echinoderm microtubule-associated protein like 1)
(Kielar et al., 2014; Shaheen et al., 2017). L’ensemble des mutations et des phénotypes induits

par ces genes ont été détaillés en annexe (tableau 5 et figure 33).

Bien que l'origine de ces hydrocéphalies ne soient pas encore totalement élucidée, le Dr
Feldner découvre l'origine de cette anomalie chez des souris mutées pour le géne Mpdz
(Mpdz™) (Feldner et al., 2017a). Ces souris meurent & trois semaines des suites d’une
hydrocéphalie sévere. La protéine Mpdz, connue pour son role dans la mise en place de la polarité
apicale, est aussi indispensable pour I'intégrité des TJ grace a ses interactions avec les protéines
constituant ces jonctions (Adachi et al., 2009). Il a découvert une perte de l'intégrité des cellules
épendymaires avec une augmentation de la mort cellulaire de ces cellules. lls affirment que cette
délamination est a I'origine de I'hydrocéphalie causée par une sténose de 'acqueduc de Sylvius.
Par conséquent, le LCR ne peut plus s’écouler, entrainant une accumulation de ce liquide dans
les ventricules a 'origine de I’hydrocéphalie et de la mort de ces animaux (Feldner et al., 2017b).
Récemment, le Dr Yang vient compléter I'analyse du Dr Feldner en démontrant une altération des
TJ dans un modéle murin similaire. Cette altération serait la cause premiére de I'’hydrocéphalie.
En effet, I'altération des TJ conduirait a la perte de I'intégrité des cellules épendymaires, a la
sténose de I'aqueduc de Sylvius et donc a I'hydrocéphalie (Yang et al., 2019). Bien que Daple
appartienne a la méme famille des HC que Mpdz, I'origine des hydrocéphalies semble différente
chez la souris mutée pour Daple. En effet, le Dr Takagishi démontre un défaut d’orientation des
cils a la surface apicale des cellules épendymaires entrainant une altération de la circulation du

LCR a l'origine de I'hydrocéphalie chez la souris mutées pour Daple (Takagishi et al., 2017).
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Chapitre IV : Le Chudley McCullough Syndrome (CMCS)

A. La pathologie

En 1997, les Dr McCullough et le Dr Chudley ont décrit pour la premiére fois dans une famille
consanguine une pathologie caractérisée par une surdité neurosensorielle bilatérale
accompagnée d’une hydrocéphalie causée par une obstruction du foramen de Monro (jonction
entre les ventricules latéraux et le 3°™ ventricule) (Chudley et al., 1997). Cette pathologie sera
alors nommée le syndrome de Chudley McCullough (CMCS; OMIM 604213). La grande
particularité¢ de ce syndrome rare (prévalence inférieure a 1/1.000.000) est d’affecter deux
structures : l'oreille interne et le SNC (Walsh et al., 2010; Yariz et al., 2012). Ces patients
présentent des surdités séveres et précoces associées a un éventail d’'anomalies cérébrales dont
une systématiquement décrite : une hypoplasie du corps calleux. Au début de ma thése, les bases
moléculaires de cette pathologie étaient encore inconnues empéchant le développement de
stratégies thérapeutiques. L’identification de mutations dans le géne GPSM2 comme causative
de la pathologie a amené certains scientifiques a suggérer qu’'une dérégulation de la division
asymeétrique était a la base de la pathologie (Diaz-Horta et al., 2012; Doherty et al., 2012; Walsh
et al., 2010). Sachant que la protéine Gpsm2 module la dynamique du cytosquelette de tubuline
lors de la division asymétrique des cellules on pouvait penser que cette fonction était en lien avec
les anomalies observées chez ces patients. Si cette hypothése (non vérifiée) était plausible, elle
ne semblait pas suffisante pour expliquer les surdités ou méme des anomalies du SNC suggérant
des problemes de migration neuronale. A ce jour, douze mutations sur GPSM2 ont été identifiées
chez des patients diagnostiqués pour cette maladie. Ces mutations engendrent toutes une forme
tronquée de la protéine avec pour chaque patient des surdités profondes et précoces associées

a différentes anomalies cérébrales plus ou moins séveres (figure 23 et tableau 2).
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B. Modéles murins pour Gpsm2 et Gnai3

Sachant qu'il y entre 91 et 94% de similarité entre la protéine Gpsm2 humaine et murine,
I'étude de l'origine des pathologies du CMCS chez la souris est pertinent. A ce jour, trois souris
mutées pour GpsmZ2 ont été décrites ainsi que trois souris mutées pour Gnai (géne codant pour

les protéines Gai). L’ensemble des phénotypes retrouvés chez ces souris ont été décrit dans la

tableau 3 (figure 23).

LGNBF LGNAC
mPins cKO
‘ NuMA / Insc Dig3 (SAP102) Gai
sy 5 T8 8 I¥ & S

s s S _a =9 5o i

: : 5 38 3= g3 -
S¢ 2 x X > x X

« zz & 22 a2 b a0
] N249X + 498X (M8) ]

N247X + S554X (M2)

Figure 23 : Représentation schématique de la protéine Gpsm2. Sur cette représentation, en dessous
de la schématisation de la protéine, chaque mutation est indiquée par une fleche noire. Le numéro que
nous avons donné a ces mutations est indiqué entre parenthése (M#) et décrit dans le tableau 3. Au dessus
de cette schématisation, on retrouve en rouge les formes tronquées de cette protéine retrouvées chez les
modéles murins décrits dans la littérature et les lignes noires correspondent aux interactions de cette
protéine. TPR : domaines Tetratricopeptide Repeat ; GL# : domaines GolLoco.
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Souris mutante

Mutation genome

Phénotype cérébraux

LGNac
Gpsm2/LGN/ | | 5\ sr
mPins
mPins cKO

Gui PTXa Foxg1

Guai Atho1 PTXa

Gnai

Gai3 Foxg1

Délétion de l'exon 13, 14 et une
partie du 15 / Expression des
domaines TPR et du linker de la
protéine

Délétion de I'exon 5 / Expression de
seulement 3 domaines TPR

Délétion de I'exon 5-7/ Expression de
seulement 3 domaines TPR

Inhibition des trois isoformes de Gai
présente dans l'oreille interne trés tot
au cours du développement (pendant
la formation de I'otocyste)

Inhibition des trois isoformes de Guai
présente dans l'oreille interne (Dans
les CC post mitotique)

Absence d’expression de Gai3
présente dans l'oreille interne tres tot
au cours du développement (pendant
la formation de I'otocyste)

Analyse faite sur des images obtenues en
microscopie électronique & balayage et
par_immunomarquage: Mauvais
positionnement du kinocil ; touffe ciliaire
aplatie, souvent fragmentée et mal
orientée ; gradient de sévérité
CCI<CCE1<CCE2<CCE3

Analyse faite par immunomarquage :
Mauvais positionnement du kinocil ; touffe
ciliaire aplatie, souvent fragmentée et mal
orientée ; gradient de sévérité
CCI<CCE1<CCE2<CCE3

Orientation aléatoire du fuseau mitotique
de division ; Marqueurs PAX6 et Tbr1
sont affectés (extension de leurs
domaines) ; Epuisement des progéniteurs
neuronaux

Meurt rapidement aprés la naissance

Analyse faite sur des images obtenues en
microscopie électronique a balayage et
par immunomarquage Mauvaise
orientation de la touffe ciliaire, touffe
ciliaire aplatie, plus de rangées de
stéréocils, stéréocils plus courts, faible
forme en escalier de la touffe ciliaire,
stéréocils plus épais.

Analyse faite par immunomarquage :
touffe ciliaire aplatie, position centrale du
kinocil, touffe ciliaire fragmentées, défaut
d’orientation de la touffe ciliaire
principalement dans les CCE1 et CCE2

Konno et al., 2008

Tarchini et al., 2013

Ezan et al., 2013

Tarchini et al., 2013

Tarchini et al., 2013

Ezanetal., 2013

Tableau 3 : Résumé des phénotypes cochléaires et cérébraux retrouvés chez des souris mutées
pour Gpsm2 ou Gnai.
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Objectifs



A. Etablir la fonction du complexe Gpsm2/Gai3 sur le systéme auditif et cérébral

Dans le but de déterminer l'origine des surdités et des anomalies cérébrales présentes chez
les patients atteints du CMCS, notre équipe a développé quatres souris mutées pour Gpsm?2 et

Gnai3 (géne codant pour la protéine Gai3) :

- Deux souris mutées pour Gpsm2 ou Gnai3 sous la dépendance du promoteur Foxg1
(Gpsm2™9" et Gnai3™") pour permettre une délétion de ces génes dans différentes

structures cérébrales dont I'otocyste trés tot au cours du développement (E8,5) ;

- Une souris mutée pour Gpsm2 sous la dépendance du promoteur Pou4f3 (Gpsm2™#?)

permettant une délétion de ce géne spécifiquement dans les CC post-mitotiques (E13,5) ;

- Une souris mutée pour Gpsm2 sous la dépendance du promoteur Emx1 (Gpsm25™7)
permettant une délétion de ce géne trés t6t au cours du développement dans le

télencephale dorsal.
1. ldentification de la fonction du complexe Gpsm2/Gai3 sur la fonction auditive

Afin d’identifier I'impact de la mutation de Gpsm2 et Gnai3 sur la fonction auditive, nous avons
fait une analyse morphologique de la surface apicale de 'organe de Corti grace a des images
obtenues en microscopie électronique a balayage mais aussi grace a des immunomarquages.
Afin de déterminer des déficits fonctionnels chez ces animaux, des tests auditifs et

comportementaux ont été réalisés.
2. Identification de la fonction du complexe Gpsm2/Gai3 au niveau cérébral

L’origine ainsi que la variabilité des anomalies cérébrales décrites chez les patients atteints
du CMCS restent inexpliquées. L’hypoplasie du corps calleux est une anomalie cérébrale
systématiquement décrite chez ces patients. Cette malformation peut étre expliquée par un défaut
dans la motilité neuronale. Dans un premier temps nous avons fait une analyse structurelle du
cerveau des souris Gpsm2™". Puis, nous avons analysé la motilité neuronale dans des neurones

en culture provenant de souris contrdles et de souris Gpsm25™".

3. Identification des bases moléculaires du CMCS

A ce jour, aucune base moléculaire n’a été décrite pour le CMCS. En se basant sur nos

données préliminaires qui montraient un profil d’expression du complexe Gpsm2/Gai3 similaire a
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celui des protéines du complexe Myo15 (formé des protéines Myo15, Whirlin et Eps8), nous avons
émis I'’hypothése que le complexe Gpsm2/Gai3 interagissait avec le complexe de la Myo15. Dans
un premier temps, nous avons analysé le profil d’expression de ces protéines en simple et co-
transfection dans des cellules COS-7. Puis, nous avons validé a I'aide de tests biochimiques les
interactions protéiques ainsi que les domaines d’interaction entre les protéines de ces deux
complexes. Nous avons également émis I'hypothése que la variabilité de phénotypes cérébraux
observés chez ces patients était causée par des impacts fonctionnels différents des formes
tronquées de Gpsm2 retrouvées chez ces patients. Afin de le valider, nous avons généré des
plasmides codants pour des formes tronquées de Gpsm2 retrouvées chez ces patients et nous

avons analysé I'impact de ces différentes formes tronquées in vitro sur des cellules COS-7.
4. Identification d’'une nouvelle fonction moléculaire pour le complexe Gpsm2/Gai3

Nous avons observé que la majorité des phénotypes présents chez les patients du CMCS
pouvaient étre expliqués par une perturbation de la dynamique d’actine. Nous avons donc émis
’hypothése que le complexe Gpsm2/Gai3 aurait une nouvelle fonction moléculaire encore
inconnu sur la modulation du cytosquelette d’actine. Afin de valider cette hypothése nous avons

testé I'influence de ces protéines in vitro a I'aide d’un test de polymérisation d’actine.

Si ces hypothéses s’avéraient correctes, nous démontrerions pour la premiére fois 'origine
des surdités et des anomalies cérébrales chez les patients atteints du CMCS ainsi qu’une nouvelle

base moléculaire pour cette pathologie indispensable a la mise en place de traitements.

B. Découverte des protéines impliquées dans le recrutement/maintien des protéines

Gpsm2/Gai3 a la surface apicale des CC

En 2013, notre équipe ainsi qu’'une équipe canadienne ont démontré I'importante de
'accumulation asymétrique de Gpsm2/Gai3 a la surface apicale des CC sur la mise en place de
'axe de la PCP dans l'oreille interne (Ezan et al., 2013; Tarchini et al., 2013). Cependant, aucune
donnée n’existe sur les protéines permettant le recrutement apical et la stabilité de ce complexe
a la surface apicale des CC. Dans cette seconde partie, notre objectif est donc d'identifier les
complexes protéiques essentiels a cette fonction. Pour cela nous avons émis I'hypothése que les
complexes de polarité apicale seraient de bons candidats. Deux complexes apicaux participent a
la mise en place de la polarité apicale des cellules épithéliales : (1) Par3/Par6/aPKC (complexe
Par) et (2) Pals1/Patj-Mpdz/Crumbs (complexe Crumbs). Sachant que les données précédentes

du laboratoire ont démontré que la distribution de Par6 et aPKC est diamétralement opposée a
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celle de Gpsm2/Gai3 (Ezan et al., 2013), nous avons exclu la possibilité que ce complexe puisse
interagir avec les protéines Gpsm2 et Gai3. En revanche, nous avons émis I'’hypothése que le
complexe Crumbs serait un bon candidat. Cette hypothése est appuyé par de récentes études qui
suggérent que Mpdz serait en lien avec des surdités, tout comme Gpsm2 (Bowl et al., 2017;
Shaheen et al., 2017). De plus, la mutation de Mpdz est connue pour étre en lien avec des
hydrocéphalies chez 'lhomme, un des phénotypes retrouvés chez les patients du CMCS. Ces
similarités renforcent I'idée d’un lien entre les protéines du complexe Crumbs et le complexe
Gpsm2/Gai3. Nous pensons également, que Mpdz serait essentielle a la fonction auditive. Pour
cette étude, nous avons donc généré des souris mutées pour Mpdz sous la dépendance du
promoteur Foxg1 (Mpdz™“") ou Emx1 (MpdzE™") afin de réaliser une analyse a la fois au niveau

auditif et cérébral.
1. Identification du profil d’expression des protéines du complexe Crumbs

Dans un premier temps, a I'aide de marquages immunohistochimiques de I'épithélium auditif,
nous souhaitons déterminer le profil spatio-temporel des différentes protéines qui constituent le
complexe Crumbs. Puis, nous souhaitons mettre en évidence des co-localisations entre ces
protéines et les protéines du complexe Gpsm2/Gai3. Enfin, nous voulons analyser si le profil
d’expression des protéines du complexe Crumbs et Gpsm2/Gai3 est perturbé chez les souris
Gpsm2X9" et Mpdz 9",

2. Découverte des liens moléculaires entre les protéines du complexe Crumbs et
Gpsm2/Gai3

A l'aide de constructions plasmidiques codant pour les protéines du complexe Crumbs et
Gpsm2/Gai3, nous souhaitons analyser les possibles co-localisations entre ces protéines in vitro
dans des cellules COS-7. Puis, aprés avoir défini de possibles partenaires protéiques, nous

testerons ces possibles interactions a 'aide de tests biochimiques (Immunoprécipitations).

3. Identification des déficits morphologiques et fonctionnels des souris Mpdz ¢’

Des études récentes suggérent que Mpdz serait un nouveau géne de la surdité (Bowl et al.,
2017; Shaheen et al., 2017). Afin de le valider, nous analyserons I'épithélium auditif des souris
Mpdz™9" a différents stades de développement en pré et post-natal. De plus, des tests auditifs

seront réalisés chez ces animaux.
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4. Analyse structurelle du cerveau chez les souris Mpdz=™"'

De récentes études décrivent I'effet de la mutation de Mpdz sur les cellules épendymaires a
I'origine des hydrocéphalies chez ces animaux (Feldner et al., 2017b; Yang et al., 2019). Au vu
de la sévérité de ces hydrocéphalies et de la mort précoce de ces animaux il est difficile de
déterminer si d’autres anomalies cérébrales peuvent étre causées par la mutation de ce géne.

EmxT qui posséde une délétion de Mpdz au

Par conséquent, grace a notre modéle murin Mpdz
niveau cérébral mais pas dans les cellules épendymaires, nous souhaitons réaliser une analyse

structurelle du cerveau chez ces animaux.

Ces résultats originaux démontreraient pour la premiéere fois un nouveau géne de la surdité
ainsi qu'une nouvelle base moléculaire en lien avec la voie de signalisation dépendant des

protéines Gi.
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Introduction

La surdité est le déficit sensoriel le plus fréquent qui touche prés de 460 millions de personnes
dans le monde. Parmi ces surdités, le Chudley McCullough Syndrome (CMCS) est une
pathologique neurologique autosomique récessive rare caractérisée par une surdité sévere et
précoce ainsi que de nombreuses anomalies cérébrales, dont systématiquement une hypoplasie
du corps calleux (Chudley et al., 1997). Bien que les bases moléculaires de cette pathologie ne
soient pas encore élucidées, le gene GPSM?2 a été décrit comme étant causatif de cette pathologie
(Diaz-Horta et al., 2012; Doherty et al., 2012; Walsh et al., 2010). Notre objectif a donc été de
déchriffrer les bases moléculaires de cette pathologie et de déterminer I'origine des surdités et

des anomalies cérébrales décrites chez ces patients.

Résultats

* Gpsm2 et Gai3 définissent un nanodomaine, co-localisant avec Eps8, au sommet des
stéréocils de la plus grande rangée.

e L’absence de Gpsm2 ou Gai3 engendre des stéréocils plus courts avec un plus grand
nombre de stéréocils par CCI, phénotype similaire a 'absence des protéines du complexe
Myo15.

* Les souris mutées pour Gpsm2 sont profondément sourdes avec un déficit vestibulaire.
Les souris mutées pour Gnai3 présentent une baisse du seuil auditive uniquement dans
les hautes fréquences.

* Un nouvel interacteur pour Gpsm2 est découvert : la Whirlin.

e La mutation de Gpsm2, mais pas de Gnai3, conduit a une hypoplasie du corps calleux et
une réduction de la motilité neuronale.

* Une nouvelle fonction moléculaire pour le complexe Gpsm2/Gai3 sur la modulation du

cytosquelette d’actine.

Conclusion

Nous démontrons une nouvelle base moléculaire commune conduisant a une surdité et une
hypoplasie du corps calleux. Nous démontrons I'existence d’'un nouveau partenaire pour Gpsmz2,
ainsi qu’'une nouvelle fonction du complexe Gpsm2/Gai3 sur la modulation du cytosquelette
d’actine. On peut donc penser que le réle multifonctionnel de ce complexe serait a l'origine de la

variabilité des phénotypes cérébraux retrouvés chez ces patients.
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Defective Gpsm?2/Gas signalling disrupts
stereocilia development and growth cone actin
dynamics in Chudley-McCullough syndrome
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Bernd N[jrnbergs'**, Nathalie Sans"** & Mireille Montcougquiol**

Mutations in GPSM2 cause Chudley-McCullough syndrome (CMCS), an autosomal recessive
neurological disorder characterized by early-onset sensorineural deafness and brain
anomalies. Here, we show that mutation of the mouse orthologue of GPSM2 affects actin-rich
stereocilia elongation in auditory and vestibular hair cells, causing deafness and balance
defects. The G-protein subunit Ga;s, a well-documented partner of Gpsm2, participates in the
elongation process, and its absence also causes hearing deficits. We show that Gpsm2
defines an ~200 nm nanodomain at the tips of stereocilia and this localization requires the
presence of Gayz, myosin 15 and whirlin. Using single-molecule tracking, we report that loss of
Gpsm?2 leads to decreased outgrowth and a disruption of actin dynamics in neuronal growth
cones. Our results elucidate the aetiology of CMCS and highlight a new molecular role for
Gpsm2/Gays in the regulation of actin dynamics in epithelial and neuronal tissues.
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hudley-McCullough syndrome (CMCS, OMIM 604213) is

a rare autosomal recessive neurological disorder in

humans, characterized by early and severe onset of
sensorineuronal deafness and hypoplasia of the corpus callosum
(COL CMCS syndrome patients often display frontal
polymicrogyria (excessive small folds in the cortex of the brain)
and heterotopia. These may be associated with cerebellar
dysplasia, arachnoid cysts and ventriculomegaly. Some degree
of delayed mental development has been reported for some
patients, as well as occasional seizures, with overall psychomotor
development generally normal?. The reason for this pleiotropy is
not known and neither is the molecular basis of the pathology.

Recently, mutations in G-protein signalling modulator 2
(GPSM2 in humans, also known as Leu-Gly-Asn repeat-enriched
protein (LGN), mammalian Partner of inscuteable (mPins) or
Gpsm2 in mammals) were found to cause CMCS?™. Because of
the well-known role for Gpsm2 in the control of spindle position
during orientated division®, it was suggested that CMCS might
result from defects in asymmetric division of progenitors, both in
the inner ear and the brain?. Recently, we demonstrated that
Gpsm2 and one of its binding partner, the o-subunit of the
heterotrimeric G-protein Gj; (Goy; encoded by Gnai3), control
the asymmetric localization of the kinocilium in developin,
postmitotic hair cells (HCs) of the mammalian cochlea®”.
These results were confirmed by another group that also
reported an accumulation of both proteins at the tip of the hair
bundles of the HCs®®.

A HC stereocilia bundle is an actin-rich organelle consisting of
a specialized array of microvilli-derived structures that protrude
from the apex of auditory and vestibular HCs. Mechanical
deflection of the hair bundle gates mechano-sensitive ion
channels in stereocilia that leads ultimately to afferent action
potentials being conveyed to the central nervous system. Proper
development and maintenance of stereocilia are vital for normal
hearing!?. Mechanisms that control HC bundle length are not
fully understood. During early postnatal development, actin
monomers are added at the barbed (plus) end of the stereocilium,
resulting in elongation from the tip'!~!3. Several proteins are
known to control this process!*!%, with one common property
being their localization at the tips of stereocilia during
elongation!®. The scaffold protein whirlin (encoded by Whrn)
and myosin 15 (encoded by Myol5) are two of the
best-characterized proteins among the HC bundle proteome
participating in stereociliary growth. Myosin 15 interacts with
whirlin and traffics it to the stereocilia tips where they colocalize
with the actin-bundling and capping protein Eps8 (epidermal
growth factor receptor pathway substrate 8)17-1%, also dependant
on myosin 15 for its localization at the stereociliary tip.
Defects in all three genes individually cause abnormally short
stereocilial®?2, deafness in mice!>?1?* and non-syndromic
human deafness?4~26.

In this study, we show that Gpsm2 and Goy; define an
~200nm domain at the tip of stereocilia, and that conditional
deletion of either gene prevents stereocilia elongation, the likely
cause of the early deafness and hearing deficits observed in
mutant mice. Furthermore, we demonstrate that mutations
identified in CMCS patients affect protein complexes, including
a novel and functionally relevant interaction between Gpsm2 and
whirlin. Using live super-resolution imaging, we show that actin
dynamics are disrupted in growth cones of young hippocampal
neurons from Gpsm2 mutant mice, affecting neuronal outgrowth.
These data support the idea of a global function for Gpsm2 in
modulating actin dynamics. The versatility of Gpsm2/Goys
roles on actin and tubulin, in proliferative and postmitotic
cells, is the probable cause of pleiotropy in CMCS brain
anomalies.

2

Results

Gpsm2 and Goy; define a tip nanodomain within stereocilia.
We evaluated the localization of Gpsm2 and Goy; during the
development of stereocilia hair bundles using previously char-
acterized specific antibodies®. Gpsm2 was localized at the tip of
the nascent hair bundle at embryonic day 17.5 (E17.5), the earliest
phase of its formation (Fig. la, yellow arrows). Consistent with
previous observations, the apical crescent-shaped accumulation of
Gpsm2 was also present (Fig. 1a, stars; refs 6,8). By postnatal day
7 (P7), when stereocilia are rapidly elongating, Gpsm2 and Gos
were enriched at the tips of the tallest row of inner hair cell (IHC)
stereocilia, the actual sensory receptors receiving 95% of the fibres
of the auditory nerve that project to the brain (Fig. 1b,c), but also
in vestibular HCs of the ampulla (Fig. 1d). At P15, the
enrichment is maintained in the tallest row, whereas we could
not detect fluorescence in the middle and small rows (Fig. le,f).
At this stage, the apical crescent-shaped staining became
fragmented or absent, suggesting a gradual loss of these
proteins from this zone. Multicolour STimulated Emission
Depletion (STED) nanoscopy was used to probe the stereocilia
tip compartment and revealed that Gpsm2 was concentrated into
a circular cap-like structure (Fig. 1f-h), similar to what was
described for myosin 15 (refs 12,17,27), above the actin core
labelled with phalloidin. Multicolour STED revealed that both
Gpsm2 and Eps8 domains mostly overlapped (Fig. 1i). To
evaluate the size of the tip domain, we mechanically isolated
stereocilia after immunocytochemistry, to obtain perfectly flat
structures (Fig. 1j,k). Using fluorescence intensity line-scans along
individual long stereocilia labelled with Gpsm2 and Eps8
antibodies and using the full-width at half-maximum (FWHM),
we estimated that the tip domain extended ~200nm axially at
the stereocilia tip (Gpsm2 FWHM =198 + 59 nm, n = 10; Eps8
FWHM =200+ 63nm, n=10). These results reveal a narrow
stereocilia tip compartment of ~200nm where actin filament
polymerization is regulated during hair bundle development.

Loss of Gpsm2 or Ga;; blocks stereocilia elongation. Owing to
their localization at the site of actin polymerization, we hypo-
thesized that Gpsm2 and Ga;; might be molecular components
required for the developmental elongation of stereocilia. To test
this, we examined the cochlear sensory epithelium of conditional
mutant mice generated with a Foxgl-Cre driver (hereafter,
named Gpsm2 cKO and Gnai3 cKO), during critical stages of
stereocilia elongation. At P5, in early phases of elongation,
scanning electron microscopy (SEM) analyses revealed an ~40%
decrease in THC tallest stereocilia length in Gpsm2 cKOs (see
Methods) and ~25% decrease in Gnai3 cKOs, compared with
controls (Fig. 2a-d). There was also a statistically significant
increase in the number of stereocilia per bundle in IHCs of
Gpsm2 cKOs (by ~25%) and Gnai3 cKOs (by ~15%), with
abnormal supernumerary (more than three) rows of short
stereocilia compared with control (Fig. 2e). Omnidirectional
lateral links could be seen in both Gpsm2 and Gnai3 cKOs
(magenta arrows and insets in Fig. 2b,c), similar to the phenotype
reported for the myosin 15-deficient mutant mouse shaker 2
(ref. 28) (sh2, My0155h2). We conclude that Gpsm2 and Goy; are
each required for the normal process of actin filament elongation
that drives stereocilia development.

At P21, when elongation is completed, the average length of the
tallest row of stereocilia was reduced by ~70% and 50%
compared with controls in Gpsm2 and Gnai3 cKOs, respectively
(Fig. 2f-i, Supplementary Fig. la). The phenotype was more
severe in Gpsm2 cKOs that have short, thick stereocilia. In Gnai3
cKO, we sometimes observed normal size stereocilia among an
overall shortened hair bundle (Fig. 2h, magenta brackets), notably
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Figure 1 | Gpsm2 and Ga;; are dynamically expressed at the tips of stereocilia. (a-c) Surface view of whole mounts of rat cochlear sensory epithelium at
E17.5 (a) and P7 (b,c) illustrating Gpsm2 (a,b, green) and Gas (¢, green) labelling in the actin-rich hair bundle labelled by phalloidin (Ph, magenta). (a) At
E17.5, Gpsmz2 localizes at the tips of stereocilia at the onset of hair bundle growth (yellow arrows), but also in an asymmetrical crescent in a distal region of
the apical membrane of HCs (green asterisks). (b,c) By P7, both proteins accumulate at tips of stereocilia (green), strongly in IHC (yellow arrows) and
more weakly in OHC (green arrows). Arrow: inner hair cell (IHC). Bracket: outer hair cell. Scale bars (a-c), 4 um. (d) Gpsm2 (green) is localized at tips of
P8 stereocilia of rat vestibular HC bundles. Ph: phalloidin. Scale bar, 2 um. (e) At P15, confocal imaging reveals the accumulation of Gays protein at the tip of
individual stereocilium. Scale bar 2 um. (f-h) At P15, STED super-resolution imaging of the Gpsm2-expression domain at an individual stereocilium tip

(f). Gpsm2 accumulated at tips of IHC stereocilia (green), above the F-actin labelling (magenta). (f, right panel, g) Acquisition of single plane images in two
perpendicular axis as illustrated on the schematic in h reveals the cap-like structure of the Gpsm2 nanodomain. Scale bars, 2 um. (i) Triple STED labelling
reveals two mostly overlapping nanodomains at stereocilia tips with Gpsm2 (green) and Eps8 (magenta) above the F-actin signal (Ph, white). Left images:
individual channels for Gpsm2 (top) and Eps8 (middle). The bottom image illustrates the phalloidin channel (grey) with two-colour binary representation of
Gpsm2 (green) and Eps8 (magenta), with the overlapping domain (plain white). Scale bar, 2 um. (§) Isolated long (§) and short (j, inset) stereocilia illustrate
the accumulation of the two proteins in the long stereocilium only. Scale bar, 1um. (k) Intensity profiles of phalloidin, Gpsm2 and Eps8 from (j) (orange line

across tip domain). Immunostainings repeated more than six times.

in the midbasal and more immature apical regions of the cochlea
(Supplementary Fig. 1a, right panel, green arrows). In both cKOs,
we observed supernumerary stereocilia per bundle, with ~60%
and 50% increase in Gpsm2 and Gnai3 cKOs, respectively, as
compared with controls (Fig. 2j). These phenotypes are similar to
those reported for Myo15, Whrn and Eps8 mutants?0-222%, Our
results show that IHC bundles in Gpsm2 and Gnai3 mutants
share similar phenotypes, with stereocilia elongation significantly
affected at the onset of hair bundle formation and an overall more
severe phenotype in Gpsm2 cKOs.

Owing to the well-documented role of Gpsm2 (Pins) on
spindle orientation during asymmetric cell divisions, hearing loss
in CMCS patients was proposed to result from a defect in planar
cell polarity?>~%. Once apical/basal polarity has been established in
mice, formation of the stereocilia bundle initiates in postmitotic

HCs in the basal part of the cochlea coil. The critical phase
of stereocilia elongation required to form the mature hair
bundle occurs mostly after birth (P0). To confirm a postmitotic
role for Gpsm2 in hair bundle elongation, we generated
Gpsm2 conditional mutants using the Pou4f3 promoter to
drive Cre-mediated recombination in postmitotic HCs only>®
(Supplementary Fig. 1b). Hair bundles in these mutants displayed
supernumerary rows of shorter stereocilia at P8 (Fig. 2k), similar
to the phenotype we observed with an early embryonic deletion of
the gene. To confirm a postmitotic function of Goy in stereocilia
elongation, we treated cochlear explants from newborn rats (P0/
P1) for 8 days in vitro (DIV) with increasing concentrations of
pertussis toxin (PTX), a pharmacological inhibitor of all three Go;
protein isoforms (Supplementary Fig. 1c). After 8 DIV, we found
that stereocilia elongate in control cultures, whereas in the
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presence of PTX, hair bundles of IHCs exhibited supernumerary  Loss of Gpsm2 or Gay; causes hearing and balance deficits. We
rows of short stereocilia (Fig. 21), similar to those observed for the assessed the auditory function of Gpsm2 and Gnai3 cKOs by
Gnai3 cKOs. In these PTX-treated samples, the average length of ~measuring the threshold of auditory brainstem responses (ABR)
the tallest row of stereocilia was reduced by ~30% when using click-tones and pure tone of frequencies from 1 to 45kHz.
compared with controls (Fig. 2m). Gpsm2 cKOs were profoundly deaf at 6 weeks of age (Fig. 3a),

a Control P5 b Gpsm2 cKO P5 c Gnai3 ckO P5
. ’.’ 7% ¥ 3 X = >

d e
_ ® Xk I:,Control
e E
£ i s 8 100 E .Gpsmz ckO
22 2 == T
e |l= £ -
g T == E£ 50 [l Grais cko
g1 —_ z3
8 8
@ 5}
&0 @

Gpsm2 cKO P21

E 4 o —

:‘5/3 ~5_§100 k.

5 52 ==

2, oo 1 L

g1 L E 52 so]—

3] Z o

g1 = g

Q Q

& % 0

I Control DIV8 m

’E‘z *kk
2
=
5
i=
8
©
£
o
o
J
4]

Figure 2 | Gpsm2 and Gnai3 mutations inhibit stereocilia elongation. (a-c) SEM of cochlear inner hair cells (IHC) from controls (a), Gpsm2 (b) or Gnai3
cKOs (e) in P5 mouse. The kinocilium is indicated with yellow stars. In Gpsm2 (b) and Gnai3 (€) cKOs, the staircase pattern is almost absent with stereocilia
of similar length and width. Lateral links between adjacent stereocilia are preserved (magenta arrows, insets). Scale bars, 1um. (d,e) Quantifications at P5
show reduced length of IHC tallest stereocilia and supernumerary stereocilia in both Gpsm2 and Gnai3 cKOs. Quantifications are presented as whisker box
plots (min/max), *P<0.05; ***P<0.001 with one-way ANOVA (post hoc Bonferonni's test). (f-h) SEM of basal cochlear IHC from controls (f), Gpsm2 (g)
or Gnai3 cKOs (h) in P21 mouse. In Gpsm2 cKOs, stereocilia are short, typically with more than four rows and severely reduced staircase pattern. A similar,
but weaker phenotype was observed in Gnai3 cKOs, with occasional longer stereocilia in a bundle with overall shorter stereocilia (h, magenta brackets).
Scale bars, 1um. (ij) Quantifications at P21 are consistent with the above illustrations with a severely reduced length of IHC stereocilia and supernumerary
stereocilia in Gpsm2 cKOs, and a similar but milder phenotype in Gnai3 cKOs. Quantifications are presented as whisker box plots (min/max), *P<0.05;
***P<0.001 with one-way ANOVA (post hoc Bonferonni's test). (k) 3D rendering of the surface of a control (top) and a Pou4f3-Gpsm2 mutant (bottom) at
P8. Mutants exhibit supernumerary rows of abnormally short stereocilia, sometimes split or fragmented (yellow asterisks). Scale bars, 4 um. (I) SEM of
postnatal cochlear explants treated or not for 8 days (DIV8) with 100 ngml ~' PTX. In the PTX-treated samples (bottom panels), the stereocilia are shorter
than in controls (upper pannels), with similar widths. Scale bars, 1pum. (m) Quantification of the length of the tallest stereocilia cultures treated with PTX
(blue line =mean). n=34 (control) and 76 stereocilia (PTX). Cultures repeated three times. ***P<0.0001 with unpaired Student's t-test.
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with ABR thresholds above 90 decibel sound pressure level at all
frequencies, whereas Gnai3 cKOs displayed specifically high
frequency hearing loss starting at 11.3kHz at the same age
(Fig. 3b). These results are consistent with the differences in
the severity of the phenotype we observed morphologically,
and demonstrate that Gpsm2 and Go; are essential for stereocilia
maturation and hearing. Another Gpsm2 cKO resulting in a
truncated protein lacking the carboxy terminus was recently

reported to be deaf’l. Also, Gpsm2, but not Gnai3 cKOs,
exhibited increased hyperactive behaviour (413%) from controls
and circling behaviour (>130 rotations in cKO) (Fig. 3c-f).
Gpsm2 cKOs swam in tight circles and are more mobile than their
control littermates in a forced swim test (Fig. 3g). These results
are indicative of a vestibular dysfunction and are consistent with
the shortened stereocilia observed in the vestibular epithelium of
the Gpsm2 cKOs (Fig. 3h).
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Figure 3 | Gpsm2 and Gnai3 affect cochlear and ibular function. (a,b) Hearing tests on 4-week-old mice reveal severe threshold increases

in Gpsm2 cKO (a), compared with high frequency loss only in Gnai3 cKOs (b). Arrow in a indicates ABR thresholds exceeding the maximum testable

intensity. Mean % s.d. click-evoked ABR (click-ABR) and tone-burst-evoked ABR (f-ABR). Mean threshold values (in dB SPL) of click-ABR of control mice
are shown above corresponding bars. ***P<0.001 (Grey shaded area: P<0.05) by two-way ANOVA (post hoc Bonferonni's multi comparisons test). f-ABR:
Control (Ctr) and cKO, n=8 ears from eight mice click-ABR: Control and cKOs: n =16 ears from eight mice. (c,d) Left panel: Gpsm2 cKOs (green traces)
display increased circling activity in a representative open-field during the first 30 s and at the end of the track (10 min) compared with control littermates,
whereas Gnai3 cKOs (magenta traces) are unaffected (right panel). (e f) Gpsm2 cKOs mice cover more distance and rotate more than Gnai3 cKOs mice
(each circle is an individual mouse). Open white circles are controls. (g) Top: heat map of force swim test occupancy for control and Gpsm2 cKOs. Bottom:
during the 2 min test, Gpsm2 cKO mice showed less immobility and more body axis rotation compared with controls. (h) SEM of the surface view of the
macula of the utricle of P11 mice in control (left) and Gpsm2 cKO (right). Stereocilia elongation in the mutant is dramatically reduced compared with control.

Scale bars, Tpum.
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Gpsm2/Gay;; need myosin 15/whirlin for stereocilia elongation.
Since Gpsm2 and Gnai3 mutants have short stereocilia similar to
shaker 2 (sh2; myosin 15 functional null) and whirler (wi)
mutants, we hypothesized that these proteins form a larger
macromolecular complex. The delivery of whirlin to stereocilia
tips requires functional myosin 15, whereas trafficking of myosin
15 can occur independently of whirlin!”. We found that Gpsm2
(Fig. 4a,b) and Goy; (Fig. 4c,d) were both absent from the
stereocilia tips of sh2/sh2 (Fig. 4a,.) and wi/wi HCs at P8
(Fig. 4b,d). These data demonstrate that Gpsm2 and Ga,; require
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Figure 4 | Gpsm2 and Gu;; localization at stereocilia tips is dependent on myosin 15 and whirlin. (a-d) Immunocytochemistry for Gpsm2 (a,b) or Goyz

-

myosin 15 to be trafficked to the tips of stereocilia. Myosin 15 was
still present at the tip of short stereocilia of Gpsm2 and Gnai3
cKOs at P8 (Fig. 4e,f), whereas whirlin localization was absent in
Gpsm2 and Gnai3 cKOs (Fig. 4g,h). Importantly, in earlier stages
(P4) we observed that the apical crescent of Gpsm2 and Ga; was
maintained in sh2/sh2 mice (Fig. 5a,b). This result demonstrates
that both proteins depend upon different interactions and protein
complexes for apical membrane or stereocilia tip traffic within the
HC. We also confirmed that the localization of both proteins at
the tips of stereocilia was interdependent (Fig. 5¢,d) as is the case

b wil+

AN, AN
Phall

Gpsm2

d wil+

;ﬁu‘-/od.h‘u:\v\hu}*‘
Phall

Gnai3 cKO

Myosin 15

Gnai3 cKO

h Gnai3 control

(c,d) and staining with phalloidin (Ph, magenta) shows protein localization at the tips of stereocilia in IHCs from shaker 2 (sh2/+, a,c) and whirler

(wi/ +, bd) control mice at P8. Homozygous mutations (sh2/sh2 and wi/wi) lead to a loss of Gpsm2 and Ga;3 stereocilia tip staining. The immunostainings
were repeated four times. (e,f) Immunocytochemistry for myosin 15 (green) and staining with phalloidin (Ph, magenta) shows protein localization at tips of
stereocilia in IHCs from controls of Gpsm2 (e) and Gnai3 (f) cKO P8 mice. Myosin 15 protein is still present at the tip of shortened stereocilia of both cKOs,
though in reduced amounts. (g,h) Immunocytochemistry for whirlin (green) and staining with phalloidin (Ph, magenta) shows protein localization at tips of
stereocilia in IHCs from controls of Gpsm2 (g) and Gnai3 (h) P8 mutant mice. Gpsm2 and Gnai3 mutation leads to a strong reduction of whirlin stereocilia

staining. Scale bars, 4 um. The immunostainings (e-h) were repeated six times and imaged blindly.
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Figure 5 | Gpsm2 and Gao;3 depend upon myosin 15 to reach stereocilia tips but not for their targeting at HC apical membrane. (a,b)
Immunocytochemistry for Gpsm2 (a) or Gayz (b) shows both protein localization at the tips of stereocilia (green asterisks), and at the apical membrane of
HC as a crescent-shape (yellow dashed-line) from controls of shaker 2 (sh2/+ ). Homozygous mutation (sh2/sh2) leads to a loss of Gpsm2 and Ga3
stereocilia tip staining, whereas the apical crescent is maintained. (¢) Immunocytochemistry for Gpsm2 (green) shows protein localization at the tips of
stereocilia in IHCs from controls of Gnai3, but absent from Gnai3 cKO. (d) Reciprocally, immunocytochemistry for Gays (green) shows protein localization at
the tips of stereocilia in IHCs from controls of Gpsm2, but absent from Gpsm2 cKO. Scale bars, 4 um. The immunostainings were repeated

four times.

in many other systems®>33, Altogether, our data demonstrate that
Gpsm2 and Goy; are sorted to the apical membrane and to the
stereocilia tip via different protein interactions.

Our data suggest that whirlin is necessary for the trafficking
and/or the maintenance of Gpsm2 and Gays at the tip of the
stereocilia, and absence of whirlin in Gpsm2/Gnai3 cKOs also
suggest that the protein module participates in whirlin main-
tenance at the stereocilia tips. Altogether, our data show that the
similar phenotypes of sh2, wi, Gpsm2, Gnai3 mutant mice arise
from a common molecular function in driving stereocilia
elongation.

Gpsm2 and whirlin interact. To further explore the functional
interactions between myosin 15, whirlin, Gpsm2 and Go; pro-
teins, we used a heterologous system. COS-7 cells co-transfected
with complementary DNA (cDNA) constructs encoding both
myosin 15 and whirlin result in numerous actin-rich filopodia
protrusions and the two proteins accumulate at the tips of those
extensions!”. Using this system, we show that Gpsm2 and Goys
were also transported to the tip of the filopodia in the presence of
myosin 15 and whirlin (Fig. 6a,b). The majority of filopodia
tips (99%) contained Gpsm2 in the presence of whirlin and
myosin 15, and this number drops to 6% when an empty
vector coding for DsRed replaces DsRed-whirlin (Fig. 6c).
Co-immunoprecipitation experiments confirmed an interaction
between full-length myc-tagged Gpsm2fl and either green
fluorescent protein (GFP)-whirlin or untagged whirlin, whereas
non-immune IgG or pEGFP-C3 coding for GFP did not
co-immunoprecipitate  either myc-Gpsm2  nor  whirlin
demonstrating the specificity of the interaction (Fig. 6d.e,
Supplementary Fig. 2a,b). To assess the interaction in the
context of CMCS, we evaluated a human GPSM2 variant
reported in patients that is predicted to truncate the GoLoco
and linker domains, and is associated with multiple and severe
anatomical brain abnormalities®. The Gpsm2R318RX8 varjant still
bound to whirlin, indicating that the N-terminal domain of

Gpsm2 was sufficient for this interaction (Fig. 6d,f). We used
glutathione S-transferase (GST)-pull down assays to show that
the unstructured C-terminal region of whirlin, between aa 672
and aa 810 was the minimal domain required to interact with
Gpsm2R318REXS (Big 6d,0). All of the whirlin GST-constructs
lacking this region failed to interact with myc-Gpsm2R318RfsX8,
whereas the three GST-constructs containing this region 1:Eulled
down the variant (Fig. 6g, lanes 4, 6, 8). To test if Gpsm2"~ may
act as an adapter stabilising whirlin at the tips of stereocilia,
we transfected HEK293T cells with increasing amounts of
myc-Gpsm2Fl-encoding cDNA while maintaining the quantity
of DsRed-whirlin ¢cDNA constant. Under these conditions, we
observed a net increase in DsRed-whirlin protein expression
levels, whereas increasing doses of DsRed-whirlin had no
significant reciprocal effect on myc-Gpsm2 levels (Fig. 6h,i).
Controls with increasing amount of cDNA encoding myc-
Gpsm2fl did not affect DsRed levels (Supplementary Fig, 2c).
One possible interpretation of these results is that when in a
complex with Gpsm2, whirlin protein may be stabilized, possibly
by being less susceptible to degradation.

As Gpsm2R3IBREXS ]l bound whirlin, we evaluated if it
could modulate the ability of myosin 15 and whirlin to
generate filopodia. Figure 6d illustrates the position of GPSM2
truncating variants identified in CMCS patients and the resultin,
predicted truncated proteins. In the presence of myc-Gpsm2tL,
42% of COS-7 cells extended filopodia, whereas in the presence of
Gpsm2R318REXS - this number was reduced by half to 21%
(Supplementary Fig. 2d, see Methods). These results suggest
that the truncation of the linker and GoLoco domains in
Gpsm2R318REXS i nairs the filopodia-generating ability of the
myosin 15/whirlin complex. To evaluate if some of these
truncation mutations could affect the proteins levels, we
quantified immunoblots of the different Gpsm2 variants. Results
show that the myc-Gpsm22°%?X variant (missing the last two
GoLoco domains) had an ~15%4% reduction in protein levels
compared with the myc-Gpsm2FL, whereas myc-Gpsm2P-G491GfsX6
variant (missing all four GoLoco domains) led to an ~70 *4%
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Figure 6 | New protein complex between Gpsm2 and whirlin. (a-c) COS-7 cells transiently transfected with GFP-Myo15, DsRed-whirlin, myc-Gpsm2FL,
untagged Gz or DsRed as indicated. (a) Co-expression of myosin 15 and whirlin leads to the formation of actin-rich filopodial structures with Gpsm2
accumulating at the tip with the two proteins. Absence of whirlin (DsRed only) markedly reduces the colocalization at the tips. (b) Go3 also accumulates at
the tip of filopodia with myosin 15 and whirlin. Transfections were repeated more than three times. Scale bars, 4 um. (c) Percentage of filopodia tips
(+s.e.m.) displaying colocalization of Gpsm2, myosin 15 and whirlin in the two contexts. n = number of filopodia tips from three independent experiments.
***P<0.001 with Mann-Whitney test. (d) Schematic representation of Gpsm2F- and whirlin proteins. Four variants identified in CMCS patients, including
Gpsm2R318RISX8 5re indicated. (e) Whirlin co-immunoprecipitates with myc-Gpsm2Ft but not with non-immune IgG. (f) The interaction is maintained,
though reduced, with the Gpst'2318Rf5><8 (Gpsm2R318RY variant. Representative images of n>3 independent experiments. (g) A GST-pull-down assay
indicates that the unstructured region of whirlin between aa 672 and aa 810 binds to Gpsm2R318Rf5X8. Representative image of n=3 independent
experiments. (h,i) Increasing amounts of myc-Gpsm2™-encoding cDNA over constant amounts of whirlin leads to a net increase in whirlin expression
levels, whereas increasing doses of whirlin had no significant effect on Gpsmz2 levels. Five independent experiments presented as whisker box plots
(min/max) combined with dot plot (blue bars representing the mean values) ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 (for h,i) with one simple t-test or
one-way ANOVA (post-hoc Bonferonni's test). NS, not significant. (j) Gpsm2FL significantly increased the length of filopodia generated by eGFP-myosin
15 and DsRed-whirlin (control) in COS-7 cells. Constructs bearing CMCS mutations led to shorter filopodia, compared with control or to Gpsm2F-. Data are
presented as whisker box plots (min/max) from three independent experiments (n =220, 207, 345, 228 and 188 filopodia, in the order indicated on the
histogram's x axis) (blue bars represent the mean values). ***P<0.001, **P< 0.01 with Kruskal-Wallis test (post-hoc Dunn’s Multiple Comparison Test).
NS, not significant.
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decrease, and the Gpsm2R318RfSX8 variant (missing all four
GoLoco domains and the linker domain) led to ~60+4%
decrease (Supplementary Fig. 2e). The shortest truncation
(Gpsm2R127X) "with only two tetratricopeptide repeats domains
remaining, was the most severe (too weak for quantification). The
impact of three of these four truncations was evaluated upon
filopodia length in the presence of myosin 15 and whirlin. We
first noted that co-expressing Gpsm2Ffl with myosin 15 and
whirlin statistically increased the average length of filopodia
(Fig. 6j). This increase was lost with all of the Gpsm2 variants
tested. The truncated proteins also affected the myosin
15/whirlin effect, suggesting a dominant-negative effect. Notably,
the shortest truncations retaining a amino-terminus
(GpstP'G4QIGfSX6, Gpsm2R318RfSX8) had the most severe effect
on myosin 15/whirlin elongation. Taken together these data show
that truncation mutations lead to some reduction in Gpsm2
protein levels, but they also indicate that the shortest forms still
harbouring a N-terminus are able to interact with whirlin,
therefore affecting the ability of myosin 15 and whirlin to induce
filopodia elongation. We conclude that Gpsm2 is a new binding
partner of whirlin, and that CMCS mutations affect the ability of
the myosin 15/whirlin complex to generate filopodia.

Gpsm2 mutation affects neuronal development and motility.
In addition to early-onset sensorineural deafness, patients with
CMCS also display specific brain malformations on magnetic
resonance images; hypoplasia of the CC being a hallmark
of this pathology!. To evaluate the impact of Gpsm2
on CC development, we generated EmxI-Cre*Gpsm2 cKOs
(Gpsm2E™X1), “deleting Gpsm2 in the early and dorsal
telencephalon. Analysis of brains from these cKOs confirmed
the existence of a caudal CC agenesis (Fig. 7a), as reported in
CMCS patients. CC defects can result from a disruption in
neuronal progenitors or defects in axonal elongation and
guidance, which are dependent upon the microtubule and actin
cytoskeleton, Neurite elongation is due to the motility of the
growth cone driven in part by protrusive forces generated by actin
polymerization at the leading edge’*3> and the existence of a
retrograde flow of actin resulting from a balance of filament
polymerization and depolymerization, among other factors3®37,
We therefore hypothesized that actin dynamics could be impaired
in mutant Gpsm2 neurons and affect outgrowth. Measures of
growth cone locomotion on N-cadherin-coated substrates showed
that outgrowth of Gpsm2 cKOs neurons was reduced by 37%
compared with controls (control 0.97 #0.04pummin~! versus
cKO 0.61%0.02 um min ~ '), whereas the speed of growth cones
from Gnai3 cKOs was indistinguishable from controls (control
0.9240.02pummin~ % KO 0.89%0.02ummin ') (Fig. 7b).
This Gpsm2 cKO phenotype was also observed on a laminin-
coated substrate, suggesting that the outgrowth reduction was not
specific to an N-cadherin substrate (Fig. 7c). The number of
pauses the growth cone made during the 30 min time-lapses on
N-cadherin substrate was increased in Gpsm2 cKO neurons
(Fig. 7d-f, Supplementary Movie 1).

To evaluate whether Gpsm2 regulates actin cytoskeleton
dynamics we monitored the behaviour of individual actin-mEOS2
molecules using Single Particle Tracking combined with Photo-
Activation Localization Microscopy (sptPALM) under Total
Internal Reflection Fluorescence (TIRF) illumination, in the
peripheral region of the growth cones (see Methods, Fig. 8a,b).
We recorded trajectories longer than seven frames (median of
nine frames, Fig. 8c), and fit the mean squared displacement
(MSD) using a power function of time with exponent o (values
between 0 and 2). This parameter reflects the curvature of the
MSD function and the type of movement of actin-mEOS2

molecules, with o values close to 2 representing more directed
trajectories, and a values close to 0 representing more static
molecules (illustrated Fig. 8d). Comparisons analysis of the
distribution of exponent alpha for control and Gpsm2 cKO shows
statistical differences in the most extreme o values (below 0.6 and
above 1.4; Fig. 8e). This demonstrates that actin-mEOS2 exhibit
different dynamical behaviour in the peripheral region of growth
cones of control and Gpsm2 cKOs. These results, together with
the reduced neuronal outgrowth in Gpsm2 cKO, suggest that
Gpsm? affects motility of the growth cone through a modulation
of actin dynamics.

The retrograde flow of actin is a complex phenomenon that is
the result of many individual mechanisms, including actin
filament nucleation and polymerization, capping and depolymer-
ization, in addition to mechanical forces experienced from
myosin contractility and coupling to adhesion molecules.
Although we do not know the molecular complex that could
drive Gpsm2 control of growth cone motility, we were able
to co-immunoprecipitate (co-IP) endogenous whirlin with
Gpsm2 from hippocampi lysates (Fig. 8f). We also found that
co-expression of myc-Gpsm2 with DsRed-whirlin and
GFP-myosin 15 in young (DIV3) hippocampal neurons lead to
a striking colocalization of the three proteins at the tips of
filopodia, supporting a role for these proteins in young neurons
motility (Fig. 8g). To test if Gpsm2 could modulate actin
polymerization, we compared the ratio of F-actin with G-actin
(F/G) in cells transfected with both Gpsm2 and Gnai3 constructs.
When co-expressed, the proteins significantly increased the
F/G-actin ratio by 138% (2.4 +0.2) compared with the control,
demonstrating its impact on actin polymerization (Fig. 8h). The
Gpsm2R318REXS variant of the protein resulted in a statistically
significant reduction of this activation (1.6 £ 0.1). A similar assay
performed on cultured cortical neurons (see Methods), resulted in
a 32% decrease in F/G-actin ratio in Gpsm2 cKO neurons
compared with controls (0.68 + 0.05) (Fig. 8i). These data support
the hypothesis that Gpsm2 (with Go3) stimulates actin dynamics
in neurons, and that some of the brain anomalies observed in
patients, notably CC hypoplasia, could be related to a disruption
of Gpsm2-dependant actin-based mechanisms.

Discussion

In this study we show that the Gpsm2/Goy; module regulates
actin polymerization during stereocilia elongation, and that a
pathogenic mutation of either gene leads to abnormally short
stereocilia, the likely cause of hearing loss in CMCS patients. We
demonstrate that this function is due to a newly identified
interaction between Gpsm2 and whirlin, a member of the
stereocilia tip complex. Also, we show that a Gpsm2 mutation
affects CC formation and modulates neuronal outgrowth via the
regulation of actin dynamics, supporting a global role for Gpsm2
in controlling the actin cytoskeleton.

Myosin 15 is the molecular motor responsible for delivering
whirlin and Eps8 to the tips of actin-rich stereocilia and this
ternary complex is required for elongation of nascent stereocilia.
Our results show that myosin 15 and whirlin are also required for
trafficking Gpsm2 and Ga3, two new members of the stereocilia
tip complex, an electron-dense structure believed to contain
proteins that regulate actin polymerization (Fig. 9). Accordingly,
when myosin 15 is non-functional, Gpsm2 and Ga; (this study),
as well as whirlin!” and Eps8 (refs 19,22) are all absent from the
stereocilia tips. On the other hand, when Whrn, Gpsm2 or Gnai3
are mutated, myosin 15 still accumulates at the tips of short
abnormal stereocilia. The failure of Whrn, Gpsm2 and Gnai3
cKOs stereocilia to elongate despite the localization of myosin 15,
suggests that these proteins assemble in a macromolecular
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Figure 7 | Gpsm2 leads to hypoplasia of the corpus callosum and affects growth cone outgrowth. (a) Hematoxylin staining of coronal sections

from P6 Gpsm2E™X1 control (upper panel) and cKO brains (lower panel) at a caudal levels. Note the abscence of corpus callossum (CC) in the cKO mouse
(inset). Scale bar, 1mm, n=4 independent experiments. (b,¢) In cultured hippocampal neurons at DIV2, N-cadherin-dependent outgrowth was reduced in
Gpsm2 cKOs, but not in Gnai3 cKOs (b). The reduction in outgrowth was maintained on a laminin substrate in Gpsm2 cKOs (¢). Data from three to six
independent experiments are presented as whisker box plots (min/max) (n=number of growth cones). ***P<0.001 with unpaired Student's t-test.

(d) Images from three time points (0, 15 and 30 min) of a time-lapse movie from 2 DIV control and Gpsm2 cKO hippocampal neurons plated on N-cadherin-
coated glass and showing the difference in distance covered (dotted lines and double-headed arrows). Scale bar =10 um. (e) Quantification of the average
number of pauses (% s.e.m.) during a 30 min period of growth cones from control (n =31 neurons) compared with Gpsm2 cKO (n = 51 neurons), from four

independent experiments. The Gpsm2 cKO growth cones pause more than controls. ***P<0.007, *P<0.05 with unpaired Student's
t-test. (f) Cumulated distance covered by control and Gpsm2 cKO growth cones over a 30 min period. Some pauses are indicated with blue arrows.

complex (including Eps8) to regulate actin polymerization at the
stereocilia tips. Interestingly, it was recently shown that the
distribution of whirlin on the tallest row of stereocilia was
dependent upon the isoform 2 of myosin 15 (short form)3. It is
therefore probable that Gpsm2 and Gu;; are part of a preferential
complex with myosin 15 isoform 2 and whirlin.

Our data extend the complexity of the interactions occurring at
stereocilia tips during differentiation of HCs and provide new
perspectives for the molecular machinery controlling actin
polymerization. This complexity is highlighted by the increasing
number of proteins identified and accumulating at the tip
complex in a domain of ~200nm or less during stereocilia
elongation (Fig. 9). In many cellular contexts, Gpsm2 and Goys
are at the interface between actin and the membrane, acting as a
link between the two®>0. In stereocilia, Goys.gpp could be
tethered at the plasma membrane via its myristoyl and
palmitylate moieties, and bound to the C-terminal GoLoco
motifs of Gpsm2. This would leave the tetratricopeptide repeats
and linker region of Gpsm2 free to bind to various proteins (such
as whirlin) to anchor or stabilize them, that could in turn interact
with actin or other actin-regulatory proteins*!, including Eps8
(refs 19, 22).

Our results significantly extend a recent report from Tarchini
et al.®, showing the localization of Gpsm2 (LGN) and Go; protein
at the tips of P7 mouse HCs stereocilia, and reporting deafness

10

and shortened stereocilia in a Gpsm2 mutant similar to ours.
Importantly, we show that although myosin 15 is not required
for the localization of Gpsm2 to the apical membrane
crescent reported previously®S, it is critical for the targeting of
Gpsm2/Goy; to the stereocilia tip. This demonstrates that Gpsm2
binds with different protein complexes to engage in distinct
molecular mechanisms at these locations.

Based on our data, the early deafness observed in Gpsm2 cKO
would be a consequence of a lack of postnatal elongation of
stereocilia in THC, the auditory sensory cells that are responsible
for signal transduction, and which receive the vast majority of
afferent innervation. Our results also uncovered Goy; as a specific
molecular partner for Gpsm2 during stereocilia elongation,
notably within the basal cochlear region, and as a candidate
gene for early-onset progressive hereditary hearing loss. Some of
the differences in hearing loss (earlier and comprising the entire
tonotopic axis in Gpsm2 mutants) probably reflect compensatory
mechanisms by other G isoforms*2.

Our data support the hypothesis that a decrease in actin
polymerization, maybe through a disruption of the actin retro-
grade flow, underlies the reduced motility of Gpsm2 cKO
neurons. In young postmitotic neurons there is an obvious
molecular similarity between the mechanism controlling the
elongation of the stereocilia, and those controlling the movements
of the growth cone, including the existence of a filopodial tip
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complex“’45 (Fig. 9). In both cases, it is the dynamic insertion of
globular actin (G-actin) at the extremity of the structure
(stereocilium or filopodium and lamellipodium) that allows
elongation. This could be due to a role of Gpsm2 modulating
the stability of the tip complex components, as we suggest for
stereocilia elongation; a hypothesis supported by the endogenous
co-IP of the Gpsm2 and whirlin from young hippocampi. All of
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filopodia extend and retract®~53. We find myosin 15 enriched in
neuronal growth cones and most filopodia, and accumulating
with whirlin and Gpsm2 at filopodia tips when co-transfected
into hippocampal neurons. Myosin 15 could have overlapping
functions with myosin 10 in neuronal protrusions, through a
protein complex similar to the tip complex identified in the inner
ear. But it is also possible that other neuron-specific binding
partners for Gpsm2 participate in this process in neurons. Further
studies are required to explore the exact molecular mechanism
underlying this result.

Previous work with a Gpsm2 mouse model resulting in a
truncated protein lacking the C-terminus suggested that cortical

malformations in CMCS are due to abnormally localized apical
progenitors, with no impact on neuronal production or forebrain
thickness®*>>. The authors however did not report on the
morphology of the CC. In our Gpsm2 cKO, we confirmed an
overall normal cortical development and thickness, but we
observed a severe hypoplasia of the CC, which appears to
phenocopy a short and thin CC reported in the Palestinian
patient carrying the p.R127X mutation in GPSM2 (refs 2,3). Our
results demonstrating reduced neuronal outgrowth in Gpsm2
cKO neurons offer a mechanistic explanation for CC hypoplasia.
The diverse anomalies observed in CMCS patients can be
understood in the context of three cellular phenomena: (1) the
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Figure 9 | Gpsm2 mutations affect stereocilia elongation and neuronal outgrowth by r actin dy ics at tip Mechanistic
model for Gpsm2-dependent stereocilia elongation and neuronal outgrowth. Gpsm2 accumulates at the tip complex of both structures via the myosin 15
motor protein in stereocilia and a comparable motor protein in filopodia. Gpsm2-dependent macromolecular protein complexes modulate actin dynamics at
the tip of stereocilia (growing end) or the leading edge of the growth cone, participating respectively in the elongation and motility of the two structures.
See text for details.

Figure 8 | Gpsm2 co-immunoprecipitates whirlin in brain lysates and increases actin polymerization. (a,b) Representative DIV2 growth cones from a
control (a) and a Gpsm2 cKO (b) with the outlined peripheral region where sptPALM data were collected (yellow) and the corresponding individual actin-
mEOS2 trajectories (3 min recording). Note the overall more-confined behaviour of the actin molecules in the cKO. Scale bars, 5 um. (¢) Distribution of the
actin-mEQOS2 trajectory length shows a median trajectory length of nine frames for both genotypes (blue line). (d) Representative mean squared
displacement (MSD) over time for each of the three types of actin-mEQOS2 behaviours with their corresponding o values. The plain curves represent fits to
the function MSD = 4Dt where D is a diffusion coefficient and o is a power law exponent. (e) Repartition of the o values of actin-mEOS2 molecules in
control and Gpsm2 cKO neurons on N-cadherin substrate. Values from 11 (control) and 12 (cKO) growth cones from three separate experiments (£s.e.m.,
n=1344 trajectories for control and 1121 for mutant). ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 with an unpaired Student's t-test or Mann Whitney test when a
normality test failed. NS, not significant. (f) Immunoprecipitation of Gpsm2 together with whirlin using anti-Gpsm2 serum. Membranes were
immunoblotted with the antibodies indicated on the left. The experiment was replicated twice. (g) DIV3 hippocampal neurons electroporated with eGFP-
myosin 15, DsRed-whirlin and myc-Gpsm2 show enrichment of all three proteins at the tips of filopodia (arrowheads). Filopodia are outlined with dotted
lines. The LUT was modified (left, Orange hot) to better visualise the accumulation. n =5 independent experiments. Scale bar, 4 um. (h) Actin assay shows
that the combination of Gpsm2F- and Gayz expression shift the F/G-actin ratio, whereas the Gpsm2R318Rf5><8 mutation decreases this shift. Dot plot from
five biological repeats (black bar represent mean values). **P<0.01 with Unpaired Student's t-test, **P<0.01 with one sample t-test. (i) Actin assays on
cultures of neurons show a shift in the F/G-actin ratio, suggesting a decrease in actin polymerization in the Gpsm2 cKOs. Dot plot from five biological
repeats (black bar represent mean values). **P<0.01 with one sample t-test.

12 |8:14907 | DOI: 10.1038/ncomms14907 | www.nature.com/naturecommunications

108



ARTICLE

production and stability of the predicted truncated proteins,
(2) the loss of GoLoco domains that are required for interaction
with Goy, and (3) the loss or maintenance of domains that can
impact on other binding partners of Gpsm2. This last point is
illustrated here with results from the Gpsm2G491GEX6 apd
Gpsm2R318REXS  variants  whose expression leads to the
production of truncated proteins with an almost complete
N-terminus that is still able to bind to whirlin and affect the
ability of myosin 15/whirlin to generate filopodia. Notably,
compared with the shortest Gpsm2R'27X " variant?, the
Gpsm2R3I8REXS variant is associated with some of the most
severe brain anomalies described so far, perhaps because the level
of this truncated protein is barely detectable.

Recently, we showed that Gpsm2/Ga; regulates early planar
cell polarity in inner ear epithelia by modulating tubulin
dynamics in postmitotic cells in a mechanism reminiscent of
those controlling oriented cell division®. Here, we show that the
same complex controls actin dynamics not only in postmitotic
HCs but also in neurons, through different binding partners.
Because Gpsm2 has many interacting partners and is involved in
microtubule and actin dynamics, in both dividing and postmitotic
cells, each mutation identified in CMCS patients might affect a
variety of mechanisms. The expression of Gpsm2 in both neurons
and glia** adds another level of complexity to this, as the role of
the protein in the latter has not been assessed. On the other hand,
in the inner ear the deficits are very similar regardless of the
mutation, with early-onset deafness identified in all patients,
highlighting the absolute necessity of an intact Gpsm2 protein for
hearing.

Altogether our study strongly suggests that the aetiology of
CMCS, notably its complexity and multi-syndromic aspect, is due
to the multifunctional role of the Gpsm2/Go,; module on actin
and tubulin dynamics, in proliferative and postmitotic cells. This
new molecular role for Gpsm2/Goy; in the regulation of actin
dynamics in epithelial and neuronal tissues show that this protein
complex plays sequential and/or partially overlapping roles in
mechanisms controlling the polarized growth of tissues. Taken
together, our work emphasizes the importance of identifying all
interacting partners of Gpsm2 and Goy; and the mechanisms
associated with each interaction, in different (patho)physiological
contexts.

Methods

Transgenic mice used in this study. All procedures involving animals were done
in accordance to the European Communities Council Directives (2010/63/EU)
and the French National Committee (2013-118) recommendations. The French
‘Ministere de 'Education Nationale, de I'Enseignement Superieur et de la
Recherche’ approved all experiments under the authorisation no. APAFIS#1360-
201508031720985 after agreement from the ethical committee of the University of
Bordeaux. Gpsm2/mPins cKO was described previously®. Generation of conditional
Gnai3 KO mice. Exon 6 of the Gnai3 gene was flanked by loxP-sequences, because
in the global knockout mouse this exon was successfully deleted*. For the positive
selection of ES cell clones, a loxP-flanked TK-Neo resistance cassette was inserted in
reverse orientation in intron 6 of the Gnai3 gene at the 3’ site. For negative
selection a DTA cassette was inserted after exon 7. Subsequently, the loxP-flanked
TK-Neo resistance cassette was deleted in vitro. Correctly targeted ES cell clones
were identified and used for generation of chimeric mice, that is, SV129/C57BL/6
genetic background. After germ line transmission the mutant mice were
backcrossed onto a C57BL/6 %enetic background. In this study, Gnai3 cKO

were achieved by crossing Gody M and Foxgl-Cre mice. Shaker 2 (Myol5 allele)
and whirler (Whrn allele) mutant mice were maintained at the NIDCD and

all procedures were approved by the Animal Care and Use Committee (ACUC
#1263-16). Foxgl™!(re)Skm (Fyxe1 Cre) and Emx]B6-12952-Emxlun(cre)Kej/)
(Emx1-Cre) stocks were obtained from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME),
TgPoudf-cre)lDevet mice was a gift from Douglas Vetter (Tufts University, Boston,
MA, USA), B6.Cg-Gt(Rosa)26Sortm6(CAG-ZsGreenl)Hze/] (Ai6) mice were
purchased from The Jackson Laboratory. All Gpsm2 conditional knockout lines
(cKO) were generated by crossing Gpsm2 flox/flox animals®, whereas the Gnai3
conditional knockout (Gnai3 cKO) line was generated by crossing Gnai3 flox/flox
animals. The resulting Gpsm2 cKO still expresses a short 147 amino-acid protein
corresponding to the N-terminal of the Gpsm2FL, whereas the Gnai3 cKO is a

full conditional knockout. The recombination pattern in Foxgl-Cre mice

closely matches the expression pattern of endogenous Foxgl. By E9.5/10.5 the
expression of Cre is strongly driven in both the telencephalon and the entire
otic vesicle/otocyst (early inner ear) of embryonic mice. Recombination occurs
efficiently in both HCs and supporting cells in the cochlea (and vestibular system),
and in most neurons of the telencephalon (glutamatergic and gabaergic), notably in
the cortex and hippocampus®”58. Poudf3 is expressed only in postmitotic HCs,
and Emx1 is expressed in the entire telencephalon as early at E10.5 (ref. 59). The
Cre reporter mouse strain B6.Cg-Gt(Rosa)26Sortm6(CAG-ZsGreenl)Hze/] (Ai6),
which induces the expression of ZsGreen from the Rosa26 locus, was used for
evaluation of Pou4f3-Cre-induced recombination localization. Sprague Dawley
Rats were obtained from Janvier (France).

Cochlear explants cultures and PTX treatment. For cochlear cultures, cochleae
from PO/P1 rat are placed in culture and the next morning (12-16 h later) PTX was
applied at 1- 100 ngml ~ !, using a stock solution (50 pgml ~ !, Sigma) as reported
previously described®. Half of the culture medium was changed every 2 days, and
after 8 DIV the tissue were fixed before labelling with phalloidin fluorescein
isothiocyanate (Sigma Aldrich) or processed for SEM.

Cochleae immunostaining. Inner ears from mice or rats were harvested at
specific time points between P5 and P21. Up to P5 mice and rats were killed by
decapitation, and in later stages, the animals were anaesthetized by CO, before
decapitation. The inner ears were dissected and fixed in 4% paraformaldehyde for
1.5- 24h at 4°C for immunostaining. Fixed and dissected cochlear duct were
processed for immunocytochemistry as previously described®. Some cochleae were
mechanically scratched using forceps tips within the mounting medium to isolate
stereocilia. The primary antibodies were as follow: anti-Go; (ref. 60 or Sigma
G4040, 1:600), custom-made anti-Gpsm2 (ref. 6, pAb 1:500), anti-myosin 15
(PB48, ref. 50, pAb, 1:400), anti-whirlin (HL5136, ref. 17, pAb, 1:200), or anti-Eps8
(BD Transduction Laboratories, mAb, #610143, 1:200). Samples were incubated
with primary antibodies for 1.5/2h at room temperature (RT) to overnight (ON)
at 4°C with the primary antibodies, washed and secondary antibodies applied
(anti-mouse or anti-rabbit conjugated with Alexa-488, -594 or ATTO647N

(Life Technologies) for 1h at RT. Phalloidin conjugated with fluorescein
isothiocyanate (P5282 Sigma, 1:500) or TRITC (P1951 Sigma, 1:500) were added
for 1h at RT to label F-actin and thereby stereociliary hair bundles of HCs. When
comparing staining between controls and knockout, the two cochleae were
processed in the same tube at P5. For later stages, they were processed in different
tubes as only a small piece can be dissected at this stage, which renders final
identification difficult. The samples were placed in mounting medium (Prolong
Gold antifade reagent, Life Technologies) and flattened with a glass coverslip under
a microscope.

For image acquisition, we used a confocal/STED microscope (TCS SP8; Leica)
with a module STED x 3. Imaging was done using a Z step from 0.25 to 0.35 um.
STED microscopy were performed with an objective 100 x 1.4 numerical aperture
oil immersion STED objective. We used Atto 488 Phalloidin (Sigma, #49409, 1:600)
with a depletion laser of 592 nm, goat anti-mouse Atto 647 N (Sigma, #50185-1,
1:300) and goat anti-rabbit Alexa Fluor 594 with a depletion laser of 775 nm.
Confocal images were processed in Volocity software (Perkin Elmer) and Adobe
Photoshop or Image].

SEM and measurements. The inner ear (cochlear and vestibular system) of mice
aged P5 and P21 were harvested and immersed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.35, with 3mM CaCl2 for 24 h or more. The tissues were
postfixed in 1% OsO4 in the same buffer, dissected and double processed with
thiocarbohydrazide followed by OsO4 (ref. 61) before dehydration through an
alcohol series and critical point drying with CO2. After mounting on specimen
support stubs, samples were sputter coated with platinum. Samples were examined
with a JEOL 6700 F cold field emission scanning electron microscope operating at 3
or 5kV. Measurements were made on the longest row of stereocilia closest to the
kinocilium on 84 control stereocilia/16 HCs/2 mice and 75/24/2 (for P5 and P21),
on Gpsm2 cKO 36/8/2 and 108/21/2 (For P5 and P21), and on Gnai3 cKO 95/18/2
and 60/14/2 (For P5 and P21) in at least four different cochleae. The quantification
of the number of stereocilia were made on 23 control HCs/2 mice and 12/2 (for P5
and P21), on Gpsm2 cKO 16/2 and 23/2 (for P5 and P21) and on Gnai3 cKO 19/2
and 32/2 (for P5 and P21) in at least four different cochleae.

Images were collected from the basal or middle turn of the cochlea, defined as
~20/30% and 50/60% of the total length of the organ of Corti from the base.
At each location, the hair bundles were viewed both from behind the longest row of
stereocilia to view the height of the hair bundle as well as approximately
perpendicular to the apical surface of the HC or toward the inner aspect of the
bundle to examine its overall morphology and composition. To estimate bundle
height, measurements were made from images at calibrated instrument
magnifications of x 20,000 or occasionally x 10,000. Although we might have
underestimated the actual stereocilia length, all efforts were taken to minimize the
effect of parallax. Measurements were taken from bundles viewed from the lateral
side toward the medial side (from the stria toward the modiolus), so that the row of
longest stereocilia were imaged from the ‘rear.” Samples were tilted and rotated so
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that the row of longest stereocilia was approximately perpendicular to the direction
of view. Stereo-imaging was used in a few cases to gain an indication of possible
errors in length measurements from 2D images. From the anaglyphs generated by a
pair of images separated by 8 degrees of tilt, height measurements were obtained
using analySIS software. These revealed little difference in the height measurement
from that obtained from the 2D image of a stereocilium at close to perpendicular to
its long axis. Measurements were made using Image] software.

ABR and vestibular tests. ABR is measured by averaging the evoked electrical
response recorded via subcutaneous electrodes. ABR to click and pure tone stimuli
were recorded in anaesthetized mice aged 6 weeks. All physiological recordings
were performed under anaesthesia (75 mgkg ~ ! ketamin hydrochloride, Ketavet,
Pharmacia, Pfitzer, Karlsruhe Germany, 5 mgkg ~! xylazin hydrochloride
(Rompun 2%, Bayer Leverkusen, Germany), 0.2 mg kg ~ ! atropine (Atropinsulfat B
Braun, Melsungen, Germany) in a soundproof chamber (IAC, Niederkriichten,
Germany). In short, ABR thresholds were determined with click (100 ps), and pure
tone stimuli (2-45.3 kHz, 3 ms duration).

For vestibular test, Gpsm2 and Gnai3 ¢KO mice and their control littermates
(6 weeks old) were housed in a controlled environment (20-23 °C) with free access
to food and water and maintained on a 12 h/12 h day/night cycle, light on at 7am.
Mice littermates were housed in collective cage and behavioural experiments were
performed between 1 and 5 pm. Open-field and Forced swim test activities were
analysed with Ethovision (Version 11.5, Noldus Technology, Wageningen, The
Netherlands). In the open-field test, mice were placed in the arena (30 x 40 cm)
and activity was recorded for a period of 10 min. The total distance travelled and
the number of rotations were measured (every 360° turn is counted as one
rotation). In the forced swim test, mice were placed in a cylinder (height, 30 cm;
diameter, 21 cm) filled with water (25 °C). The activity, the total immobility and the
number of rotation was recorded for a 2 min period. Immobility is defined by
movements inferior to 2cms L.

Filopododia quantifications in COS-7 cells. The constructs used were as
follows: untagged Gays (Origene), pK-myc-Gpsm248, pEGFP-c-MyoXVa,
pDsRed-c-whirlin and DsRed-empty (Clontech) or pK-myc-empty. Site-directed
mutagenesis was used to generate mutations R127X (GpstR127 ), Q562X
(Gpsm262X)| G491GfsX6 (Gpsm2P-GH91GEX6) and R318RfsX8 (Gpsm2R318REXS)
on Gpsm2 (QuickChange, Stratagene). We used an anti-myc (Covance mAb,
#MMS-150P-200, 1:1,000), anti-Goy; (ref. 60 and Sigma G4040, 1:600), anti-GFP
chicken (Abcam, pAb #ab13970, 1:3,000), anti-DsRed (Living color, mAb #632392,
1:1500 and Living color, pAb #632496, 1:2,000), and Phalloidin conjugated with
coumarin (Sigma #P2494, 1:500). Images were acquired using Zeiss Axovision 4.7
and processed through Photoshop. For long-term assays (48 h), we considered a
COS-7 (ATCC-American Type Culture Collection) ‘filopodial cell” a cell with at
least five long filopodia. For short-term assays of filopodia length, we split the cells
after 48 h of transfection, and re-plated them on coverslips previously coated with
5ugml ! of poly-L-Lysine (PLL), and let them adhere for 2h, before they are
processed for immunocytochemistry. For the quantification of percentage of
colocalization at the tip of filopodia, 500,000 COS-7 cells were transfected by
nucleofection using an Amaxa nucleofector kit (Lonza). After, 48h the cells were
re-plated on coverslips previously coated with 5pgml~! of PLL, and processed
for immunocytochemistry after a 2h adhesion. Cell appearing unhealthy were
excluded from the analysis. Quantifications were performed blind to the
experimental group using Image].

Co-IP. For Co-IP, HEK293T (ATCC-American Type Culture Collection) were
cultured on 10 cm dishes, transfected using polyethylenimine and harvested after
48h in cold PBS. We used myc-tagged Gpsm2 constructs and/or GFP-whirlin
(whirlin was subcloned into the mammalian expression vectors pEGFP-C1-
Clontech) or untagged whirlin constructs (generous gift from Professor C Petit,
Pasteur Institute, Paris) and pEGFP-C3. Extracts were solubilized with Triton-X-
100 and a cocktail of protease inhibitor (Complete ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)-free, Roche), and processed as previously described*S. In brief, lysates
were incubated with protein A/G or A resin ON with primary antibodies. The
antibodies used were anti-myc (Millipore, pAb #06-549, 10 pgml ~ 1), anti-GFP
(Millipore, pAb #Ab3080P, 10 pgml ~ 1, and IgG from rabbit serum (Sigma,
pAb #I5391, 3ugml ~!). After extensive washes, the beads were re-suspended in
sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer immunoprecipitated proteins were
analysed by SDS-PAGE and immunoblotting. Proteins were visualized using
chemiluminescence-based immunodetection of horseradish peroxidase
(Amersham). Each co-IP was replicated at least three times.

For endogenous co-IP, 10 hippocampi from P21 male and female rats were
harvested and solubilized with 1% DOC and 1% Triton-X-100 in 50 mM Tris
buffer pH 8 with protease inhibitors, and processed as previously described*8. In
brief, lysates were incubated with 20 pl of pre-immune or Gpsm2 serum*® and with
protein A resin ON. For immunoblots, we used anti-whirlin (ref. 17, pAb 10 pg),
and the anti-Gpsm2L"keT (generous gift from Joe Blumer, Medical University
South Carolina, USA) (ref. 46, pAb, 1:1,000).

GST pull-down. Different whirlin regions were cloned by polymerase chain
reaction and inserted into pGEX-4T-1 (GE) to create in-frame fusions with GST.

14

GST-tagged whirlin 1-229 containing PDZ1, GST-whirlin 1-362 containing PDZ1
and PDZ2, GST-whirlin 276-362 containing PDZ2, GST-whirlin 276-907
containing secondary structures between PDZ2 and PDZ3, GST-whirlin 276-672
containing PDZ2 and the HN-L2 region, GST-whirlin 673-907 containing the
proline-rich region and PDZ3, GST-whirlin 810-907 containing only the PDZ3
and GST-whirlin 363-809 containing the HN-L2 and proline-rich region were
purified from Escherichia coli strain BL21 supernatants by standard affinity
purification on glutathione-Sepharose 4B beads. In brief, bacterial pellets were
re-suspended and incubated for 30 min on ice in TBS pH 7.5 lysis buffer containing
150 mM NaCl, 10-20 mM phosphate buffer and 0.1 mgml ~ ! lysozyme. Protease
inhibitors were then added along with DTT (15 mM), EDTA (10 mM) and sarkosyl
to a final concentration of 1.5%. The mixture was gently shaken, incubated for
15min on ice and centrifuged for 1h at 186,000 x g. sarkosyl in the supernatant
was neutralized with 2% Triton X-100 and the supernatant was incubated for 3 h at
4°C on glutathione-sepharose 4B beads. The beads were washed three times with
TBS pH 7.5 containing 0.1% Triton X-100 and re-suspended in TBS pH 7.5 with
proteases inhibitors for later use.

A pull-down assay was performed with myc-Gpsm2R318REX8 gyerexpressed in
HEK293T. HEK293T are re-suspended and sonicated in Tris-HCI pH 7.5
containing 5mM EDTA, 1 mM sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate,
proteases inhibitors and then solubilized 30 min with 1% Triton X-100 and
0.5%SDS. The lysate was centrifuged for 30 min at 150,000 x g. The supernatant
containing myc—Gpstmlwsxx was incubated ON at 4 °C with GST alone or
GST-whirlin fusion proteins. After four washes with buffer containing 0.1% Triton
X-100, the bead pellets were re-suspended in SDS sample buffer and subjected to
SDS-PAGE and immunoblotting. Interaction was evaluated with anti-myc
antibody (Covance, mAb, 1:1,000). To evaluate GST amounts, the samples are
loaded on SDS-PAGE and stained with Coomassie blue.

Western blot and immunoblot. HEK293T cells in six-well plates were
co-transfected with 50, 100, 200 and 300 ng of myc-Gpsm2'™ in the presence of a
constant concentration of DsRed-whirlin or DsRed-empty vector (50 ng), or with
stable levels of Gpsm2 with increasing concentrations of whirlin. In each condition,
the total plasmid concentration was balanced with a control plasmid to a total per
dish of 350 ng plasmid. After 48 h, the cells were collected using cold PBS,
centrifuged and solubilized by sonication. Lysates were re-suspended in SDS
sample buffer and subjected to SDS-PAGE and immunoblotting with anti-myc
(Covance, mAb 9E10, 1:1,000), anti-whirlin (Santa Cruz Biotech, mAb #sc-365250,
1:1,000), anti-DsRed (Living color, pAb #632436, 1:1,000), anti-GAPDH
(Millipore, mAb #MAB374, 1:1,000), anti-GFP (Living Color, mAb #632381,
1:1,000) followed by secondary antibodies (donkey anti-rabbit #CNA394V 1:5,000
or sheep anti-mouse IgG #CNA931V 1:5,000 conjugated to horseradish peroxidase,
GE Healthcare UK). The membranes were processed with chemiluminescence
(ECL, Thermo Scientific) as previously described®.

To evaluate the level of expression of Gpsm2 truncated forms, we transfected
the variants of Gpsm2 in HEK293T and after 48 h the cells were harvested and the
amount of protein evaluated by BCA assay. For each condition we pooled two wells
(six-well plates), and equivalent protein levels were loaded and separated on
polyacrylamide gels, and immunoblot performed with anti-myc antibody
(Covance), and anti-GAPDH (Millipore). Quantifications were made using GS-800
calibrated densitometer Bio-Rad and Quantity One Analysis software (Bio-Rad).
Unprocessed original scans of blots are shown in Supplementary Figs 3-7.

Actin polymerization assays. The amount of F-actin and G-actin was
evaluated according to the Cytoskeleton Actin Polymerization Assay Kit (BK037,
Cytoskeleton) protocol and as previously described®2. HEK293T were transfected
with a combination of pK-RFP/pK-YFP (control), or myc-Gpsm2/YFP-Go3

(ref. 48). 24 h after HEK293T transfection we reduced the levels of fetal bovine
serum in the medium from 10 to 1%, and the next day, the cells were stimulated
with fresh medium containing 10% fetal bovine serum for 30 min, then re-
suspended in F-actin stabilization buffer with adenosine triphosphate (1 mM) and
protease inhibitors.

Cortical and hippocampal neurons from PO controls and Gpsm2 cKOs were
dissociated and plated at a density of 200,000 cells per dish, and stimulated with
KCI before harvesting at DIV3. For neuron stimulation, we used 20 mM KCI at
37°C for 1 min, then collected the neurons in cold PBS before pelleted them at
3,000 x g for 5 min at 4 °C, and stored at — 80 °C. To separate F-actin (pellet) from
G-actin (supernatant) a 1h centrifugation at 100,000 x g was performed on the
lysate, then the pellet was re-suspended in a volume equivalent to the supernatant
using F-actin depolymerizing buffer. Actin levels were quantified by immunoblot
using an anti-actin antibody (Cytoskeleton, #AANO1, 1:500). For each condition
we pooled three petri dishes. The expression levels were determined using a GS-800
calibrated densitometer and Quantity One Analysis software (Bio-Rad), and
represented as a percentage of control band intensity. We used a total of 14
controls and 10 Gpsm2 cKOs mice.

Histology. For histology, brains were harvested and fixed in Bouin’s fixative
(Electron Microscopy Sciences) ON, dehydrated in ethanol, paraffin-embedded,
and coronal sections (20 pm) obtained, before being stained with hematoxylin
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and mounted with Entellan (Millipore). Brain sections were examined using Leica
MZ-16 stereomicroscope using the NanoZoomer 2.0-HT slide scanner and ana-
lysed with the Hamamatsu NDP viewer software (Hamamatsu).

Neuronal cultures and transfections. Hippocampal neurons were dissociated
from E 18 rat embryos as described*® and electroporated with 2 pg of
eGFP-Myol5a, myc-Gpsm2"" and DsRed-whirlin using Amaxa nucleofector kit
(Lonza). Approximately 500,000 cells were transfected via nucleofection plated on
coverslips treated with 10 pgml ~ ! of PLL. After 2 days, neurons were fixed for
10 min with 4% paraformaldehyde at RT, then pre-incubated 30 min at RT in
permeabilization buffer (PBS, 10% NGS, 0.1% triton). Cells were then incubated at
RT for 1h with chicken anti-GFP (Abcam, pAb #ab13970, 1:3,000), anti-myc
(mAb, Covance, 1:1,000) and anti-DsRed (Clontech, pAb #632496, 1:3,000).
Fluorescent images of the neurons were obtained using a confocal microscope
(Leica SP8) and processed with Adobe Photoshop.

Videomicroscopy and sptPALM-TIRF. Regular 18-mm glass coverslips were
incubated for 2h at 37°C with 1 mgml~! PLL in 0.1 M borate buffer (pH 8.5),
rinsed with H,O, then incubated 2h at 37 °C with 4 pg per coverslip of goat
anti-human Fc (Jackson Immunoresearch) in 0.2 M boric acid (pH 8.5), before
another incubation ON at 4C with 0.2 ug per cover (stpPALM-TIRF) and 0.6 pug
per coverslip (time-lapse) of N-cadherin-Fc. Before use, the coverslips were rinsed
again with boric acid. For laminin, coverslips were coated with 1 mgml ~! PLL and
then laminin (5 ug per cover).

For time-lapse experiments (growth cone outgrowth), hippocampal neurons
from newborn (P0/1) pups were plated at a density of 50,000 cells per coverslip.
Neurons were used after 2 DIV. Neurons were covered with 700 ul of Tyrode
solution (120 NaClmM, 5 KCImM, 2 MgCl2mM, 2 CaCl2 mM, 25 mM 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, and 30 mM d-glucose, pH 7.4), and
observed under an inverted Leica DMI 6000 microscope (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) using a HCX PL APO CS x 63 oil 1.32 numerical aperture
objective and differential interference contrast illumination (Lumencor, Beaverton,
USA). Images were acquired every 1 min for 30 min using a HQ2 camera
(Photometrics, Tucson, USA) driven by the MetaMorph software (Molecular
Devices, Sunnyvale, USA). The multi-positions were done with a motorized stage
Scan IM (Mirzhduser, Wetzlar, Germany). Temperature was maintained at 37 °C.
The system was controlled by MetaMorph software. Quantification of neuron
growth cone speed was performed using Image] software plugin ‘manual tracking’.
The average speed (in tm min ~!) was quantified as this distance divided by
30 min. A ‘pause’ is when no movement (within the pointing accuracy of the
growth cone centroid) of the growth cone is observed over two consecutive
time-lapse images (1 min image ~ !), while maintaining filopodial activity.

The stpPALM-TIRF experiments were done as described in ref. 63. In brief,
coverslips were mounted in a chamber and placed on a Nikon Ti Eclipse inverted
microscope (Nikon France S.A.S., Champigny-sur-Marne, France) equipped with a
TIRF arm coupled to a fibre optic linked to a four-colour laser bench (Roper
Scientific). Images were acquired using an Apo TIRF 100 x oil numerical aperture
1.49 objective, and a sensitive EMCCD camera (Evolve, Photometrics, Tucson,
USA). Photoswitching of mEos2 was done at 405 nm, converting the molecule into
a red-emitting form, which was detected using the 561 nm laser and a long-pass
emission filter. All the equipment was driven by the software Metamorph. Image
stacks of 320 frames were acquired in time-lapse mode at a frequency of two
images per second, with a camera exposure time of 250 ms. This procedure ensures
that fast-diffusing actin monomers which contribute to a blur in the images are
eliminated from subsequent analysis, and that only slowly moving actin molecules
incorporated in filaments are retained®>%%. Experiments were done on 11 growth
cones for control and 12 growth cones for cKO Gpsm2 neurons, from at least three
separate experiments.

Speed and trajectories analysis. Actin trajectories recorded by sptPALM were
computed and analysed using custom-made algorithms written as a MetaMorph
plug-in as described in ref. 63. Single-molecule localization was performed using a
wavelet-based algorithm, and trajectories were computed using a simulated
annealing algorithm®. The trajectory duration, which corresponds to the time
during which single mEOS2 fluorophores emit red light upon 561 nm laser
illumination, follows an exponential distribution strongly shifted to short values.
Only trajectories longer than seven frames in regions of interest were kept, which
yielded a median of around nine frames. The proportion of trajectories with more
than seven points is 80% in control and 78% Gpsm2 cKO growth cones
respectively. The MSD function was computed for each trajectory over time, and fit
by the power law MSD = 4Dt* using Kaleidagraph 4.1, where ¢ is the time, D is an
adjustable coefficient and the exponent o (values between 0 and 2) reflects the
curvature of the MSD function and the type of movement. For highly directed
trajectories, the MSD is a quadratic function of time, thus « is close to 2 (ref. 64,66).
The numbers of trajectories analysed were 1344 (controls) and (1121) mutants.
Statistical analyses were carried out using Prism statistical package (GraphPad).
Normality of distribution and homogeneity of variance were validated and statistical

significance between means was calculated using unpaired Student’s t-test or Mann—
Whitney test when normality test failed. P<0.05 was considered significant.

Data availability. All data are available from the authors.
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Supplementary Figure 1. Gpsm2 and Gnai3 mutations inhibit stereocilia elongation. (a) SEM of surface (top
panels) and lateral (bottom panels) views of midbasal region of the cochlear epithelia of P21 mouse in Gpsm2
(left panels) or Gnai3 (right panels) cKOs. Whereas in Gpsm2 cKO all of the stereocilia are shorter, in Gnai3 cKO
we observed short (magenta brackets) and long (green arrows) stereocilia within the same hair bundle. Scale bar,
1 um. (b) Surface view (XY) and lateral view (XZ) of the cochlear epithelium of PS5 pups (Pou4f3-Ai6) resulting
from a cross between Pou4f3-Cre mice and Ai6 mice. ZsGreen is expressed in IHCs and OHCs, validating the Cre
recombinase excision in these cells. (c) Timeline of PTX treatment for cochlear explants. The cochleae are
harvested at P1 and after 24 hr in vitro, the PTX is applied for 8 additional days in vitro before
immunocytochemistry or SEM treatment. Bottom panel: surface views of postnatal cochlear explants treated for
8 days with increasing concentrations of PTX. The hair bundles display a phenotype similar to Gnai3 cKOs, with
supernumerary rows of shorter stereocilia. Scale bar (b,c), 4 um.
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Gpsm?2 has no effect on an empty vector (DsRed) levels. (d) Expression of Gpsm2R31881X8 yariant with whirlin
and myosin 15 leads to a decrease in the number of COS-7 with filopodia when compared with cells
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Introduction

Chez les invertébrés, les protéines G hétérotrimérique alpha i (Gai) liées a leur partenaire Gpsm2,
sont connues pour étre indispensable a la mise en place du fuseau de division mitotique lors de
la division asymétrique des cellules. Cette voie de signalisation, conservée chez les mammifeéres,
est indispensable a la fonction auditive et joue un rdle sur le positionnement du kinocil et sur
I'élongation des stéréocils d’actine dans les CC. Les souris mutées pour Gnai3 (Gnai3™")
présentent une augmentation du seuil auditif uniquement pour les hautes fréquences, soit pour
les sons aigus codés a la base de la cochlée. Ces données originales suggérent une
compensation de la fonction de Gai3 a I'apex de la cochlée. Le Dr Riittiger a alors émis I'hypothése
que cette fonction est remplie par la protéine Gai2, aussi exprimée au niveau de la cochlée. Pour
cela, une étude approfondie des souris mutées pour Gai2 (Gnai2™9") Gai3 (Gnai3™9") ou

Gai2/Gai3 (Gnai2/379") a été réalisée.

Résultats

* |’absence de Gai3 induit une augmentation du seul auditif pour les hautes fréquences
alors que Gqai2 n’affecte pas la fonction auditive. L’absence simultanée de ces deux
isoformes conduit a une surdité sévére et précoce tout comme les souris mutées pour
Gpsm2.

* Gai3 est exprimé le long de I'organe de Corti alors que Gai2 uniquement a I'apex.

* Gai2 compense la fonction de Gai3 uniquement a I'apex de la cochée.

* Gai2 et Gai3 sont indispensables a la maturité synaptique a la base des CCI.

* Gai3 est exprimée au niveau du ganglion spiral et son absence affecte I'activité du nerf
auditif.

Conclusion
L’ensemble de ces données mettent en évidence que les protéines Gai2 et Gai3 sont essentielles
a la fonction auditive. Ces protéines sont indispensables pour la morphologie et la maturité apicale

et synaptique des CC.
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Abstract

Background/Aims: From invertebrates to mammals, Ga, proteins act together with their
common binding partner Gpsm2 to govern cell polarization and planar organization in virtually
any polarized cell. Recently, we demonstrated that Go,-deficiency in pre-hearing murine
cochleae pointed to a role of Ga, for asymmetric migration of the kinocilium as well as the
orientation and shape of the stereociliary (“hair”) bundle, a requirement for the progression
of mature hearing. We found that the lack of Gay, impairs stereociliary elongation and hair
bundle shape in high-frequency cochlear regions, linked to elevated hearing thresholds for
high-frequency sound. How these morphological defects translate into hearing phenotypes is
not clear. Methods: Here, we studied global and conditional Gnai3 and Gnai2 mouse mutants
deficient for either one or both Ga proteins. Comparative analyses of global versus Foxgl-
driven conditional mutants that mainly delete in the inner ear and telencephalon in combination
with functional tests were applied to dissect essential and redundant functions of different Go,
isoforms and to assign specific defects to outer or inner hair cells, the auditory nerve, satellite
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cells or central auditory neurons. Results: Here we report that lack of Ga, but not of the
ubiquitously expressed Ga., elevates hearing threshold, accompanied by impaired hair bundle
elongation and shape in high-frequency cochlear regions. During the crucial reprogramming
of the immature inner hair cell (IHC) synapse into a functional sensory synapse of the mature
IHC deficiency for Ga, or Ga, had no impact. In contrast, double-deficiency for Ga,, and Ga,
isoforms results in abnormalities along the entire tonotopic axis including profound deafness
associated with stereocilia defects. In these mice, postnatal IHC synapse maturation is also
impaired. In addition, the analysis of conditional versus global Ga,-deficient mice revealed
that the amplitude of ABR wave IV was disproportionally elevated in comparison to ABR
wave I indicating that Ga, is selectively involved in generation of neural gain during auditory
processing. Conclusion: We propose a so far unrecognized complexity of isoform-specific and

overlapping Ga, protein functions particular during final differentiation processes.

© 2018 The Author(s)
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Heterotrimeric G-proteins are grouped into four subfamilies, i.e. Ga, Ga, G(xq, and G(xlzm,
according to the nature of their a subunit, which also reflects their specificity for distinct
G-protein-coupled receptors and sets of effector proteins [1, 2]. The three mammalian G,
isoforms, i.e. Ga,,, Ga,, Gay, are best described as being the inhibitory Ga subunits that
suppress adenylyl cyclase activity resulting in decreased cellular cAMP levels [3-5]. In
addition, specific binding partners such as members of the activators of G-protein signaling
(AGS) family have emerged as crucial intracellular regulators that can control G-protein
activity even in the absence of GPCR-stimulation. Until now, Go, isoforms together with
Gpsm?2 (also known as AGS5, LGN), a group I AGS/guanine nucleotide dissociation inhibitor
(GDI) [6, 7], have been implicated in signaling pathways that control mitotic spindle dynamics
and thereby asymmetric cell division, polarity, growth and differentiation in invertebrates
up to mammalian cells [8-12]. Initially, Gpsm2 was found in functional screens as a receptor-
independent activator of G-protein-signaling interacting with GDP-bound Ga,, through
its four Gai/o-loco motifs [13, 14]. Subsequently, this interaction was demonstrated for all
three Ga, isoforms at least in vitro [15]. Inhibiting Ga protein function with the pan-Gao, -
blocker PTX or via expression of an Atoh1-PTX construct demonstrated that Go, and Gpsm2
control kinocilium migration and planar organization of stereociliary bundles in the hair
cells of the murine cochlea [16, 17]. Gpsm2 dysfunction has been linked to mutations in the
GPSM2 gene in patients, formerly known as the deafness locus DFNB82, responsible for the
autosomal recessive disorder Chudley-McCullough-syndrome [18, 19] that is characterized
by severe to profound congenital hearing loss in humans [20-22]. Moreover, knock-out mice
revealed that the deletion of the Ga, isoform was sufficient to mimic the PTX phenotype in
the immature pre-hearing organ by disrupting the migration of the kinocilium at the surface
of hair cells and affecting hair bundle orientation and shape [16]. So far, Ga, per se has not
been associated with hereditary deafness because of an assumed functional Ga, isoform
redundancy for hearing. Nevertheless, we and others recently reported hearing loss in G,
cKO and Atoh1-PTX mice, correlating with stereociliary elongation defects in IHCs [19, 23].
It remains open whether the ubiquitously expressed Gpsm2-binding partner Ga,, has also an
impact on cochlear architecture and auditory function and whether both Ga, proteins play
specific and/or redundant roles.

Here, we examined the physiological role of Ga, isoforms for hearing by using gene-
targeted mouse lines for Ga,,, Ga, and Ga,/Ga, and transgenic reporter mice expressing
Ga,-GFP. Comparative analyses of global versus conditional mutants that mainly delete in the
inner ear and the telencephalon in combination with functional tests allowed us to dissect
essential and redundant functions of different Ga, isoforms and to assign specific defects to
outer or inner hair cells, the auditory nerve, satellite cells or central auditory neurons. We
show that both Ga,, and Ga, act in a spatially and functionally complex manner not only
on planar organization of hair cell bundles, but are also required for final differentiation
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of the first auditory synapse (the inner hair cell), and central neural gain during auditory
processing. Therefore, hearing loss associated with dysfunction of specific Ga, isoforms is not
only caused by abnormal stereociliary bundle or mitotic spindle organization but may also
be a consequence of the disability for postnatal neuronal maturation and central adaptation.

Materials and Methods

Animals

Adult (1- to 8-month-old) mice weighing 15-35 g were included in this study. For all mouse lines, male
and female animals were used, because we did not observe sex-dependent differences. The use, treatment
and care of the animals and the experimental protocols were based on the institutional guidelines of the
Veterinary Care Unit, University of Tiibingen and were approved by the animal welfare commissioner of
the regional board for scientific animal experiments in Tiibingen (PH7/14). Experiments were performed
according to the European Union Directive 86/609/EEC for the protection of animals used for experimental
and other scientific purposes. Mice were kept according to national guidelines for animal care in an specific-
pathogen free (SPF) animal facility.

Gene targeting and mice

For generation of Gnai3"" mice, E14.1 embryonic stem (ES) cells from 129/0la mice were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 2 mM glutamine
(Seromed, Wien, Austria), leukemia inhibitory factor, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin
(Seromed), 50 pM 2-mercaptoethanol (Invitrogen) and 15% heat-inactivated fetal bovine serum (Pan
Biotech, Aidenbach, Germany). Genomic fragments flanking the murine Gnai3 gene as well as TK-neomycin
and diphtheria toxin A (DTA) were cloned into pBluescript (Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA) and
fully sequenced. The targeting vector was designed according to the Gnai3 knockout construct, where exon
6 is deleted [24]. Therefore, exon 6 of the Gnai3 gene was flanked by loxP-sequences. At the 3’ site, the loxP-
flanked TK-Neo resistance cassette was inserted in reverse orientation in intron 6 of the Gnai3 gene without
deleting any endogenous sequence. Additionally, after the short arm, which encodes exon 7, a DTA cassette
was inserted for the negative selection of ES cell clones (for all online suppl. material, see www.karger.
com/doi/10.1159/000490867, suppl. Fig. 1). E14.1 ES cells were electroporated with the Notl-linearized
targeting vector, and the transfected cells were subsequently subjected to G418 and Ganciclovir selection.
Clones carrying the correct homologous recombination were identified by Southern blot hybridization
with the 5’ flanking probe (5°fp) indicated in (see online suppl. material) suppl. Fig. 1 after digestion
of ES cell DNA with Pstl (data not shown). Single integration was verified by digestion with BamHI and
probing the Southern blot with the neomycin resistance cassette. Thereafter, the selected positive clones
were transfected with Cre-recombinase to delete the loxP-flanked TK-Neo resistance cassette. Clones were
selected by Ganciclovir treatment allowing for clones growing only when the TK-Neo resistance cassette
was successfully excised. The selected clones were again checked with Southern blot hybridization with
the internal probe P2 (3'fp2, see online suppl. material, suppl. Fig. 1A) after digestion with PstI (data not
shown). Correctly targeted ES cell clones were injected into C57BL/6 blastocysts, which were transferred
into pseudopregnant foster mice. Resulting chimeric mice were backcrossed to C57BL/6 mice, and germ
line transmission of the targeted allele was again confirmed by Southern blot analysis. Gnai3"" mice
were backcrossed to the C57BL/6 genetic background for at least five generations. Genotyping of Gnai3"
 mice was performed by PCR with the following primers: 5-GCAATTATCTTTTGTGTGGC-3’ (Ex6-F);
5’-ATGCTGTCAAACAATTTCATGC-3’ (Ex7-R); 5-TAGCAGTTGTCATGGCTACC-3’ (Int-F) (see also online suppl.
material, suppl. Table 1). The recombined allele results in a band of 350 bp (see online suppl. material,
suppl. Fig. 1 B and C). To check successful deletion of Gnai3, mice were crossed with Ella-Cre mice and PCR
analysis confirmed deletion of Gnai3 (see online suppl. material, suppl. Fig. 1B and C). A specific deletion of
Gnai3 or Gnai2 in the inner ear and telencephalon was achieved by crossing Gnai3"" or Gnai2"/" mice and
Foxg1-Cre mice. Gnai2"/" mice were provided by the Comparative Medicine Branch of the National Institute
of Environmental Health Sciences, North Carolina 27709 [25], backcrossed on a C57BL/6N background
[26], and the FoxGI-Cre mouse line [27] was purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME,
USA), on a C57BL/6N background. A tissue-specific mutant mouse line was generated where both Gnai
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genes were disrupted by crossing with the FoxG1-Cre mouse line. Gnai2¥"; Gnai3""; Foxg1-Cre™: littermates
were used as controls. Genotyping of Gnai2™" mice was performed by PCR with the following primers: for:
5’-GGCTATGATCCCAAAACTCCCCG-3’ and rev: 5-GTGGTAAGCCTGTGTTTGTGAGAG-3". The recombined allele
results in a band of 420 bp (data not shown).

Gnai3-GFP mutant mice were generated in collaboration with Cyagen Biosciences and a more detailed
description will be described elsewhere (Beer-Hammer et al, in preparation). Briefly, the eGFP-cDNA was
inserted in Exon 8 of Gnai3 right after the TGA stop codon. To achieve equal expression of Ga,, and eGFP the
construct contains an IRES (internal ribosomal entry site). With this we achieve an equivalent expression
of Gay, and GFP. The GFP expression was successfully detectable via flow cytometry (data not shown) and
immunohistochemistry (this study). Gnai3-GFP mutant mice are born and grow without any obvious signs
of abnormalities.

Organismal (“global”) Gnai-deficient mice were originally provided by the Comparative Medicine
Branch of the National Institute of Environmental Health Sciences, North Carolina 27709 on a genetic SV129
background [28]. Subsequently, the mouse strains were backcrossed on a C57BL/6N background for at least
nine generations [26, 29]. The Gnai2 mutant mouse line was kept in Individually Ventilated Cages (IVC),
while the Gnai3 mutant mouse line was kept under SPF conditions. Generation and initial characterization
of global and conditional Gnai2- or global Gnai3-deficient mice is described in detail in [16, 24, 30].

Hearing tests

Hearing was tested on anesthetized animals through auditory brainstem response (ABR) measurements
of the distortion product otoacoustic emissions (DPOAE), and electrocochleography. ABR to click and pure
tone stimuli and the cubic 2*f1-f2 DPOAE for f2=1.24*f1 and L2=L1-10 dB were recorded in adult 1- to
8-month-old anesthetized mice. From click-evoked ABRs, consecutive wave components that reflect the
summed neural activity along the ascending auditory pathway were analyzed as described [31-33]. In vivo
electrocochleography (compound action potentials of the auditory nerve, CAP; summating potential of IHC
receptor potentials, SP; receptor potential of OHCs, cochlear microphonic, CM) was performed in anesthetized
mice as described [34]. From the waveform signal of the CAP and CM recordings, peak amplitudes (in mV)
were calculated and plotted as input/output (I/0) functions with increasing stimulus level (0-100 dB SPL).
For CM /0 function, peak-to-peak amplitudes were calculated for the stimulus frequency of 16 kHz, the
stimulus frequency giving the best response. For SP, amplitude was defined as average DC potential minus
baseline for stimulus frequency at 11.3 kHz.

SEM and measurements

The inner ear (cochlear and vestibular system) of mice aged P21 were harvested and immersed in
2.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer, pH 7.35, with 3mM CaCl2 for 24 h or more. The tissues
were postfixed in 1% 0s04 in the same bulffer, dissected and double processed with thiocarbohydrazide
followed by 0s04 [35] before dehydration through an alcohol series and critical point drying with CO,. After
mounting on specimen support stubs, samples were sputter coated with platinum. Samples were examined
with a JEOL 6700 F cold field emission scanning electron microscope operating at 3 or 5 kV. Measurements
were made on the longest row of stereocilia closest to the kinocilium.

Stereocilia length was estimated in 20 (control) and 11 (Gnai3 cKO) independent experiments in tissue
samples from 4 control and 4 Gnai3 cKO mice, respectively. Only if the length of at least 4 stereocilia could
be determined, the value was considered for the statistical analysis. Stereocilia length could be derived from
a total of 64 hair cells of control mice and 64 hair cells of Gnai3 cKO mice. A total of 272 stereocilia and 305
stereocilia could be measured for control and Gnai3 cKO mice, respectively. Stereocilia number per hair
cell was counted in 12 and 14 independent experiments (countings) for 5 control and 4 Gnai3 cKO mice,
respectively. Each stereocilia counting included at least 4 hair cells. From a total of 87 and 106 hair cells
from control and Gnai3 cKO mice, a total of 8299 and 7621 stereocilia could be counted, respectively

Images were collected from the basal or middle turn of the cochlea, defined as B20/30% and 50/60%
of the total length of the organ of Corti from the base. At each location, the hair bundles were viewed both
from behind the longest row of stereocilia to view the height of the hair bundle as well as approximately
perpendicular to the apical surface of the HC or toward the inner aspect of the bundle to examine its overall
morphologyand composition. To estimate bundle height, measurements were made fromimages at calibrated
instrument magnifications of 20, 000 or occasionally 10, 000. Although we might have underestimated the
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actual stereocilia length, all efforts were taken to minimize the effect of parallax. Measurements were taken
from bundles viewed from the lateral side toward the medial side (from the stria toward the modiolus),
so that the row of longest stereocilia were imaged from the ‘rear’ Samples were tilted and rotated so that
the row of longest stereocilia was approximately perpendicular to the direction of view. Stereo-imaging
was used in a few cases to gain an indication of possible errors in length measurements from 2D images.
From the anaglyphs generated by a pair of images separated by 8 degrees of tilt, height measurements
were obtained using analySIS software. These revealed little difference in the height measurement from that
obtained from the 2D image of a stereocilium at close to perpendicular to its long axis. Measurements were
made using Image] software.

Tissue preparation and Immunohistochemistry

Murine and rat cochlear tissues were prepared as whole-mounts or cryosections for the purpose
of immunohistochemistry. Cochleae were isolated, fixed by immersion in 2% paraformaldehyde, 125
mM sucrose in 100 mM phosphate buffered saline, pH 7.4, for 2 h and then decalcified for 45 min in RDO
rapid decalcifier (Apex Engineering Products Corporation, Aurora, IL, USA) as described [31, 36, 37],
cryosectioned at 10 pm and mounted on SuperFrost*/plus microscope slides (R. Langenbrinck Labor- u.
Medizintechnik, Emmendingen, Germany) at -20°C. For whole-mount preparation, we dissected cochlear
turns and mounted them on slides with the tissue adhesive Cell-Tek (BD Bioscience, Schwerte, Germany)
in PBS and performed phalloidin labeling as described [38]. For immunohistochemistry and LacZ staining,
mouse cochlear sections were stained as previously described [31, 37, 39]. BK (KCal.1) (rb, Alomone Labs,
Jerusalem, Israel), CtBP2/RIBEYE (rb, American Research Products, Waltham, MA, USA), KCNQ4 (rb, [40,
41], Nf200 (ms), SK2 (rb), Kir.4.1 (ms) all three from Sigma, otoferlin (ms, LifeSpan BioSciences, Seattle, WA,
USA), prestin (gt, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), Sox10 (gt, Santa Cruz biotechnology, Dallas,
TX, USA), VAMP2 and brevican (ms) from BD Bioscience and vGLUT1 (rb) both from Synaptic Systems
(Gottingen, Germany), espin (ms, Fisher Scientific, Schwerte, Germany), Goty and Ga,-specific antibodies
[29], and GFP (rb, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) were used as primary antibodies for localizing the
respective proteins in the inner ear, see also online suppl. material, suppl. Table 1. All commercial antibodies
were used as recommended by the manufacturers. Goty and Ga,-specific antibodies have been routinely
validated with immunoblot and immunohistochemistry on wildtype and appropriate Go-deficient tissues
[19, 29, 42]. For double labeling studies, both antibodies were simultaneously incubated for identical time
periods. Hair cell stereocilia bundles were visualized by fluorescent phalloidin labeling of F-actin (Alexa Fluor
568 Phalloidin, Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Sections and whole-mounts were viewed as described
[43] using an Olympus BX61 microscope (Olympus, Hamburg, Germany) equipped with epifluorescence
illumination. Images were acquired using an Olympus XM10 CCD monochrome camera and analyzed with
cellSens Dimension software (OSIS GmbH, Miinster, Germany). To increase spatial resolution, slices were
imaged over a distance of 15 pm within an image-stack along the z-axis (z-stack) followed by 3-dimensional
deconvolution using cellSens Dimension built in algorithm.

Tissue preparation and Immunoblot

Liquid-frozen cerebellum and brain stem were homogenized in 500 pl protein lysis buffer (20 mmol/1
Tris, pH 8.3; 0.67% SDS; 238 mmol/] 2-mercaptoethanol; 0.2 mmol/l PMSF). To achieve electrophoretical
separation of Ga, isoforms, separation was performed in gels containing 6 M urea. The proteins were
visualized by immunodetection using the following primary antibodies described elsewhere [29] rabbit
anti-Ga, ) (7.2 ng/ml), rabbit anti-Ga, (50 ng/ml). Finally, to visualize equal loading membranes were
stained with Amido black.

Experimental Design and Statistical analysis

Data are presented as mean with standard deviation (SD) or mean with standard error of the mean
(SEM). In the Figures, error bars are presented with and without caps for SD and SEM, respectively. Details
for all statistical analyses are provided (see online suppl. material) in suppl. Table 2. In brief: differences of
the mean were compared for statistical significance pair-wise by student’s t-test (click-ABR thresholds in
Fig. 1F and see online suppl. material, suppl. Fig. 2; ABR slope in Fig. 7B-C and see online suppl. material,
suppl. Fig. 3B and C; loss of ABR threshold over age in Fig. 7D) or multiple comparisons 2-way ANOVA for
factor “genotype” followed by post-hoc comparisons with Bonferroni’s multiple comparison test (f-ABR in
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Fig. 1A-E; DPOAE thresholds and amplitudes in Fig. 2;
electrocochleography in Fig. 5; ribbon counting in
Fig. 6D; ABR amplitude I/0 and latency I/0 in Fig. 7B
and C and (see online suppl. material) suppl. Fig. 3B
and C; ABR wave IV/I ratios in Fig. 7E and (see online
suppl. material) suppl. Fig. 3D. Fisher’s exact test
for associations was performed for 2x2 contingency
tables (Fig. 1F, and stereocilia orientation in Fig. 3B).
Non-parametric Mann-Whitney test was used to
compare for statistical significance of stereocilia
number and length in Fig. 3E and (see online suppl.
material) suppl. Table 3. Unless otherwise noted,
statistical significance was tested at the level of 5%.
Level of significance is illustrated in the Figures with
symbols or shaded areas (n.s. p> 0.05; *p< 0.05;
**p< 0.01; ***p< 0.001) and depicted in (see online
suppl. material) suppl. Table 2. For Student’s t-test,
2-way ANOVA Graph by Mann-Whitney test, and
Kruskal-Wallis test Pad Prism 6.01 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, CA, USA) was used. For the
Fisher’s exact test the online tool of vassarstats
(http://vassarstats.net/tab2x2.html) was used.

Results

Isoform-specific and redundant roles of
Ga, proteins for high- and low-frequency
hearing and hair bundle organization
The functional consequences of
deficiency for different Go, isoforms for
auditory responses was explored by special
hearing tests. The auditory brainstem
response (ABR) was measured in response
to click and pure tone auditory stimuli in
1- to 3-month-old mice with global (g) or
conditional (c) absence of Gay, and/or Ga,,.
Conditional mouse mutants lacking one or
both isoforms were generated by Cre-driven
recombination using the Foxgl promoter
[27]. Gnai2 gKO (Fig. 1A) and Gnai2 cKO
(Fig. 1B) mice both displayed tone-burst
evoked ABR thresholds (f-ABR) and click-
evoked ABR thresholds (Fig. 1F click-ABR)
similar to controls, suggesting that Ga, is
either dispensable for hearing or may be
functionally substituted by remaining Ga,
isoforms. In contrast, Gnai3 gKO (Fig. 1C)
and Gnai3 cKO (Fig. 1D) mice demonstrated
a significant elevation of f-ABR and click-
ABR thresholds towards higher frequency
regions. This suggests a selective role of Ga,
particularly for these frequencies, which
cannot be rescued by Ga,,. In order to identify
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Fig. 1. ABR thresholds of gene-targeted Gnai KO
mice. (A-E) Frequency tone-burst-evoked ABR
(f-ABR) thresholds, mean+SD from 4 to 8 mice
(number of ears in brackets). (A,B) Frequency
tone-burst-evoked ABR thresholds were not af-
fected in (A) global (gKO) and (B) tissue-specific
(cKO) Gnai2 KO mice. (C,D) High-frequency loss oc-
curs in (C) Gnai3 gKO and (D) cKO. ABR thresholds
in Gnai3 gKO and cKO are significantly elevated
for stimulation frequencies above 8 kHz (shaded
areas, p< 0.05). (E) Profound ABR threshold loss
was found in Gnai2 /i3 cKO mice over all stimulus
frequencies. Arrows indicate ABR thresholds ex-
ceeding the maximum tested stimulus level. (F)
Click-evoked ABR (click-ABR) thresholds for the
mice mutants (global deletion of Gnai2, dark blue,
conditional deletion of Gnai2, light blue, global de-
letion of Gnai3, red, conditional deletion of Gnai3,
purple, conditional double deletion of Gnai2/i3,
green) vs. their respective controls (white). n.s. not
significant, “star” p< 0.05, “***” p< 0.001. Detailed
statistic is depicted in (see online suppl. material)
suppl. Fig. 2 and suppl. Table 2.
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overlapping functions between Ga,, and Ga,, we next analyzed mice defective for both genes.
As mice with a global deficiency for both Gnai2 and Gnai3 are embryonic lethal [29] we
generated conditional Gnai2/i3 cKO mice that were viable and allowed inspection of hearing
functions in the adult animal. Rather unexpectedly, Gnai2/i3 cKO mice were profoundly
deaf (Fig. 1E) with click-ABR thresholds that consistently exceeded 100 dB sound pressure
level (SPL, root mean square weighted for click stimuli, SPL__) (Fig. 1F and see online suppl.
material, suppl. Fig. 2). Indeed, in comparison to Gnai2/i3 cKO mice the hearing thresholds of
global and conditional Gnai3 mutants were only significantly elevated while that of global or
conditional Gnai2 mutants were normal (Fig. 1F and see online suppl. material, suppl. Fig. 2).
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Fig. 2. DPOAE thresholds and DPOAEs amplitude I/0 function in Gnai2 and Gnai3 gene-targeted mice. (A,B)
OHC function in global and tissue-specific Gnai2 KO is not impaired. Mean+SD DPOAE thresholds (left pan-
els) and DPOAEs amplitude I/0 function evoked by stimulus f2=11.3 kHz (right panels) above noise floor
(crosses) for Gnai2 gKO (A, KO) and Gnai2 cKO mice (B, KO) and their respective controls (Ctr) are similar.
(C,D) Impairment of OHC function at high-frequency regions in global and tissue-specific Gnai3 KO mice.
Mean+SD DPOAE thresholds (left panels) and DPOAEs amplitude 1/0 function (right panels) for Gnai3 gKO
(C) and Gnai3 cKO mice (D), and their respective controls. DPOAE thresholds for stimulation frequencies
above 8 kHz are significantly elevated and DPOAE amplitudes were significantly reduced in KO mice com-
pared to the respective controls. (E) OHC function is lost in Gnai2 /i3 cKO mice. Mean+SD DPOAE thresholds
(left panels) and DPOAEs amplitude 1/0 function evoked by stimulus f2=11.3 kHz (right panels) for Gnai2/
i3 cKO and their respective controls. Remarkable loss of thresholds at most testing frequencies and reduc-
tion of amplitudes are evident. Grey-shaded areas represent statistically significant post-hoc comparisons
with p< 0.05 after Bonferroni corrections. “n.s.” and “***” indicate level of statistical significance p> 0.05 and
p< 0.001, respectively. Data points represent the mean of 6 to 14 ears (numbers in brackets close to legend
key) from 4 to 7 mice (A-D) and 3 to 4 ears from 2 mice (E).
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To validate the specific contribution of outer hair cells (OHCs) to this hearing threshold
difference in Gnai mutant mice, distortion product otoacoustic emissions (DPOAE) thresholds
were measured as a metric of intact OHC mechanoelectrical response [44]. As expected from
normal ABR thresholds seen in Gnai2 gKO and Gnai2 cKO mouse models (Fig. 1A and B)
normal input/output (I/0) functions of emission amplitudes evoked by stimulus frequency
f2=11.3 kHz were also observed in both Gnai2 KO lines (Fig. 2A and B). Global (Fig. 2C) and
conditional (Fig. 2D) Gnai3 KO mice had significantly elevated DPOAE thresholds at test
frequencies from 8 to 22.6 kHz (Fig. 2C and D, left panel) and exhibited reduced emission
amplitudes at f2=11.3 kHz (Fig. 2C and D, right panel). Both observations indicate that the
elevated hearing thresholds in these Gnai mouse mutants (Fig. 1C and D) are related to
impaired mechanoelectrical OHC properties in high-frequency cochlear regions.

In contrast to single Gnai2 KO and Gnai3 KO, Gnai2/i3 cKO mice displayed residual
DPOAEs only for the highest stimulus intensities at f2=11.3 kHz with significantly reduced
emission amplitudes (Fig. 2E). This indicates that both Ga, and Ga, are essential for hearing
and that Ga,, can functionally replace Ga,, in low frequency but not in high frequency regions.

Furthermore, to specify the role of Ga for hair bundle organization we next examined
the shape of OHC hair bundles in young Gnai3 gKO mice around hearing onset (P11-12)
by using phalloidin staining to visualize actin in stereocilia (Fig. 3A) and categorized their
shape in terms of the angle between the hair bundle arms (Fig. 3B). A significantly higher
number of OHCs with wider V-shaped stereociliary bundles exceeding 110° was found in
basal (high-frequency) cochlear turns of Gnai3 gKO compared to control mice whereas
the visible differences were statistically insignificant in apical (low-frequency) cochlear
turns. The quantification is shown in lower panel of Fig. 3B. Scanning electron microscopy,
performed in cochlear samples obtained at P21 from Gnai3 cKO confirmed abnormal bundles
in basal but no obvious anomaly in apical (low-frequency) cochlear turns were found (Fig.
3C and D). Additionally, there were shorter and fewer stereocilia on OHCs in basal cochlear
turns of Gnai3 cKOs (Fig. 3E and see online suppl. material, suppl.Table 3). Gnai2/i3 double-
deficiency induced hair bundle shape abnormalities also in the apical cochlear turn (Fig. 3F)
as shown by fluorescence microscopy using phalloidin and espin as stereocilia markers.

Next, we examined if the hair bundle abnormalities are linked to expression profiles of
the different Ga, isoforms. These abnormalities were restricted to higher frequency regions
in Gnai3 cKO mice whereas they extended over high and low frequency regions in Gnai2/
i3 cKO mice. The expression profiles of Ga, (Fig. 4A and B) and Ga,, (Fig. 4C and D) were
analyzed by immunohistochemistry in whole-mount preparations of the rat cochlea. At P2,
Ga,, was detected in inner hair cell (IHC) and OHC hair bundles throughout the cochlear
length, while Ga;, immunoreactivity was restricted to the apical turn (Fig. 4A and C). At P10,
both Ga,, and Ga,, expression was evident in the apical turn, while Ga,, dominated mainly in
the basal turn (Fig. 4B and D). The strong expression of Ga, in hair bundles in basal high-
frequency cochlear turns and the co-expression of Ga, and Ga,, in hair bundles in apical
lower-frequency cochlear turns thus support the idea that Ga,, does not substitute for Gnai3-
deficiency in basal cochlear turn, which may explain the distinct hearing deficits in Gnai
mouse mutants.

Abnormal hair bundle elongation in the Gnai3-deficient mice may lead to hearing deficits
through dysfunctional mechanoelectrical transduction (MET). The functionality of MET and
the electrical potential from the subsequent initiated synchronous activation of the auditory
nerve fibers can be captured by the steepness with which sound-induced compound action
potentials of the auditory nerve (CAP) increase to escalating sound intensities and CAP
threshold [45, 46]. To address if a disruption of stereociliary bundle elongation in Gnai3 KO
would impact the functionality of MET channels, we measured sound-induced CAP responses
in age-matched Gnai3 cKO and control mice. Best CAP thresholds of about 20 dB SPL at 11.3
kHz were found in control mice, and the growth functions for this stimulus frequency are
shown in Fig. 5A. Gnai3 cKO mice had significantly elevated CAP thresholds of >35 dB SPL and
the CAP amplitude growth points to disturbed transduction of sound-induced mechanical
signals (Fig. 5A). On average, the CAP amplitude reduction in Gnai3 cKO mice was larger at
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Fig. 4. Ga,, and Ga, expression in the inner ear. (A-D) Surface view of whole-mount preparations of rat co-
chleae at P2 and P10. (A, B) Gay, and (C,D) Ga, labeling (green in upper panel and white in middle panel) in
the actin-rich hair bundles labeled by phalloidin (purple in upper panel and white in lower panel). (A,C) At
P2, Ga, (A) and Ga,, (C) localizes at the tip of the OHC hair bundles in apical but only Ga,, in basal cochlear
turns, whereas (B,D) at P10 Gat,y (B) and Ga, antibody (D) stains in IHCs in the apical but only Ga,, in the
basal turn. Scale bars 7um. One representative animal of n=>5 is shown.
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Fig. 5. Electrocochleography from gene-targeted Gnai3 KO mice. (A-C) Electrocochleographic responses of
Gnai3 cKO mice are reduced by >2-fold confirming that the reduced cochlear output has its origin already
at the receptor level (hair cell potentials). (A) Compound action potentials (CAP) - response from the audi-
tory nerve. The circle highlights the similar slope of close-threshold CAP response growth. (B) summating
potentials (SP) - determent potential from all hair cells. (C) cochlear microphonics (CM) - receptor potential
of OHCs. Mean+SEM of 4 ears (4 mice). Differences of CAP, SP,and CM responses reach statistical significance
at high stimulus levels (270dB SPL, shaded areas, p<0.05, post-hoc pair-wise Bonferroni’s multiple com-
parison test). ***p< 0.001 for differences in factor genotype (2-way ANOVA for repeated measurements).
Detailed statistic is depicted in (see online suppl. material) suppl. Table 2.

frequencies = 16 kHz (~80%) than at lower frequencies < 4 kHz (~50%) in comparison to
age-matched controls (these growth functions are not shown as extra Figures). Moreover,
the CAP responses were (right-)shifted to higher sound pressure levels in Gnai3 cKO mice,
albeit with similar steepness of amplitude growth (slope) from thresholds up to 50 dB SPL
compared to control mice (Fig. 5A, CAP, encircled). Hence, mechanoelectrical currents in
Gnai3 cKO are likely to be functional in a limited response range but their sensitivity for
activation seems to be impaired in high-frequency regions.

Failed activation of intact MET currents in high-frequency regions of Gnai3 cKO mice
was also confirmed by a barely detectable summation potential (SP) amplitude, that was
recorded in Gnai3 cKO mice at the round window for 11.3 kHz tone bursts as an estimate of
whether MET channel currents are impaired [47] (Fig. 5B, SP). Again, SP amplitude reduction
was larger at higher (~70% at 16 kHz) than at lower or middle frequencies (~50% at 4-8
kHz) (the growth function is not shown as extra Figure). This assumption is supported by a
failure to generate cochlear microphonic (CM) amplitudes upon increasing sound pressure
levels in Gnai3 cKO mice (Fig. 5C, CM). CM amplitudes are assumed to be proportional to the
number of functional phasic MET currents from mainly basal-coil OHCs [48]. Overall, these
findings support hampered activation of functional MET currents in high-frequency cochlear
turns of Gnai3 cKO mice to be causally related to hearing and hair bundle abnormalities.

In conclusion, a close structural/functional relationship between impaired stereocilia
elongation upon Gnai deletion and impaired auditory responses is supported by (i) an
overlap of hearing function deficit and Go, expression patterns in either higher frequency
(Ga,) or lower frequency cochlear regions (Ga,,/Ga,,), and (ii) impaired CAP, SP and CM
function in Gnai3 cKO towards higher frequencies.

Specific Ga,.Z/Bfunctions during maturation of IHC synapses

To obtain insight if the presumably impaired activation of MET currents might
influence the maturation process of the hair cell phenotype in the high-frequency cochlear
turn (Gnai3 cKO) or in all cochlear turns (Gnai2/i3 cKO) we inspected key biomarkers
for hair cell maturation (Fig. 6). The motor protein prestin (Fig. 6A, left panel, green) and
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Fig. 6. Ga,, and Ga, exhibit mutually redundant functions for IHC but not OHC differentiation. (A) Immu-
nostaining of OHC functional markers KCNQ4 and prestin along the cochlear turns of 7- to 8-week-old con-
trol (Ctr) and Gnai3 cKO mice. No obvious differences of KCNQ4 (red) and prestin (green) expression are
observed in OHCs from control and Gnai3 cKO mice as exemplified for high-frequency cochlear regions. One
representative animal of n=5-7 is shown. (B) GFP expression in IHCs of 4-week-old Gnai3-GFP reporter mice
confirming Ga,, expression, whereas GFP is not detectable in IHCs of control littermates. One representative
animal of n=2 is shown. (C) Immunostaining of CtBP2/RIBEYE (red) and otoferlin (green) in basal cochlear
turn of 7- to 8-week-old control and Gnai3 cKO IHCs. No obvious differences in CtBP2/RIBEYE and otoferlin
expression are observed between control and KO mice. One representative animal of n=2-4 is shown. (D)
No significant difference in mean IHC ribbon counts£SD of 7- to 8-week-old control and Gnai3 cKO mice.
Circles represent ribbon counts for individual animals (n=3 ears from 3 mice). (E, F) Schematic illustra-
tion of localization of SK2 and BK in immature (E) and mature (F) IHCs. (G) Normal otoferlin (green), BK
(red), and VAMP 2 (green) immunostaining and expected lack of SK2 (red) in IHCs in basal cochlear turns
of 7- to 8-week-old Gnai3 cKO mice (n=2-3 mice). (H) Immunostainings show immature SK2 expression
and missing BK expression in 7- to 8-week-old Gnai2 /i3 cKO IHCs (n=1-2 mice). (G, H) Otoferlin is used as
IHC marker. VAMP2 stains efferent nerves. Circles indicate nuclei of IHCs. (G, H upper panel). Closed arrows
indicate localization of SK2 in immature IHCs and open arrows indicate SK2 expression in OHCs. (G, H lower
panel) Closed arrows indicate BK staining and open arrows indicate VAMP 2 staining. Scale bars, 10pum.

the voltage-gated K*-channel KCNQ4 (Fig. 6A, left panel, red) are typically upregulated in
OHCs before hearing onset [49-52] and remain expressed in the mature cochlea. In mature
Gnai3 mutants’ OHCs both marker proteins were expressed as expected suggesting normal
development (Fig. 6A, right panel). Analyzing GFP fluorescence in Gnai3-GFP reporter mice
indicated that Ge, protein should be expressed in IHCs (Fig. 6B). Nevertheless, Gnai3 cKO
mice showed a normal expression profile of the Ca?-sensor protein otoferlin within the IHC
[53] (Fig. 6C, green) with a regular distribution pattern (Fig. 6C, red) and no indication for
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Fig. 7. ABR amplitudes, latencies, wave IV to wave | amplitude ratios, and ABR thresholds change over age
in global and conditional Gnai3 KO mice. (A) Individual ABR waveform from control (Ctr, black) and Gnai3
KO (red and purple line) 1- to 3-month-old mice with indicated wave I and wave IV peak-to-peak amplitude
(amplitude) and leading peak latency (latency). (B,C) ABR wave I (upper panels) and IV (lower panles)
amplitude 1/0 functions (left panels) with slope (insets) and wave I and IV leading peak latency 1/0 func-
tion (right panels) for Gnai3 gKO (B), Gnai3 cKO (C) and respective control mice. Decrease of amplitudes,
amplitude slope and increase of wave I latencies are evident in the KO mice (shaded areas, p< 0.05). (D)
Age-related loss of ABR thresholds to 11.3 kHz stimuli for Gnai3 gKO and Gnai3 cKO mice at the age of 1-3
months (triangles) and 5-7 months (circles). Progression of threshold loss occurs in both KO mouse lines
(dashed lines). The loss of ABR thresholds per month of age in Gnai3 KO mice significantly exceeded the
loss in control mice (graph bars). The loss of ABR threshold per month was significantly larger in Gnai3 gkO
mice than in Gnai3 cKO (star, p<0.05), and not significantly different between both control groups (n.s.).
Thresholds for individual ears are denoted by small symbols. (E) ABR wave IV/I ratios for Gnai3 gKO, Gnai3
cKO and respective control mice. Significant elevation of wave IV/I ratios at middle to high stimulation levels
is found only in Gnai3 cKO mice. Mean+SEM (straight error bars) or SD (error bars with caps) from 4 to 9
mice (number of ears in brackets).

an altered number (Fig. 6D) of CtBP2/RIBEYE protein-labeled ribbon structures, though the
statistical conclusion may be limited by the small sample size. Furthermore, a characteristic
feature of immature IHCs during normal development is the formation of an axosomatic
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contact of efferent nerve fibers with the small conductance Ca*-activated K*-channel type 2
(SK2) at the base of IHCs [54-56] (Fig. 6E). With hearing onset (P11-12), a reorganization
of axosomatic efferent nerves on IHCs occurs that is characterized by downregulation of
SK2 and upregulation of BK, both Ca?*- and voltage-gated K*-channels (Fig. 6F). BK channels
carry [ currents that are essential to transform immature IHCs (exhibiting spontaneous
Ca?*-spikes) to mature functional cells that are then able to respond to sound [57, 58]. Gnai3
cKO IHCs innervated by VAMP 2 positive efferent nerves mature normally, i.e. lacking SK2
at the base of otoferlin-positive cells (Fig. 6G, upper panel) and normal BK expression in
supranuclear position on IHCs (Fig. 6G, lower panel). In contrast, in Gnai2/i3 cKO IHCs
an immature phenotype was observed along the entire tonotopic axis, characterized by a
persistent expression of SK2 (Fig. 6H, upper panel) and a lack of BK expression (Fig. 6H,
lower panel) at the basal pole of IHCs. Since Gnai2 KO mice show no IHC maturation defects
and [HCs from Gnai3 cKO mice develop normally in spite of hair bundle defects, whereas
IHCs from Gnai2/i3 cKO remain in an immature stage, we conclude that Ga,, or Ga, function
is required for final maturation of IHC synapses prior to hearing onset.

Function of Ga, in the central auditory pathway correlates with its expression in satellite

cells and brainstem auditory nuclei

Although IHCs mature normally in Gnai3 KO mice their hair bundles are defective (see
Fig. 3B-E) and functionally impaired (see Fig. 1C,D,F), and the cochlear output is diminished
(see Fig. 5). Therefore, we were interested whether central auditory processing is also
affected and studied supra-threshold ABR wave amplitudes, which reflect the summed
activity of the auditory nerve independent of OHC contribution to hearing thresholds.

Whereas Gnai2 cKO mice showed normal early (ABR wave I) and late (ABR wave [V)
amplitudes and latencies in response to click sound stimuli (see online suppl. material,
suppl. Fig. 3), supra-threshold ABR wave I amplitudes were significantly reduced in both
Gnai3 gKO (Fig. 7A and B) and Gnai3 cKO mice (Fig. 7A and C) in comparison to controls.
In addition, the slopes of the amplitude growth functions were significantly weaker as
compared to controls (Fig. 7B and C, inset left panels). Moreover, a significant delay of the
leading peak of ABR wave I that recovered towards ABR wave 1V became apparent (Fig. 7B
and C, right panels). Reduced amplitude and response delay are consistent with the observed
diminished cochlear output as we think is a consequence of impaired activation of IHC MET
channels. This was accompanied by an accelerated threshold loss over age observed in ABRs
at a stimulation frequency of 11.3 kHz (and thresholds of DPOAE at f2=11.3 kHz, not shown)
as seen in individual mice at different age, i.e. 1.5-3 months vs. 5.4-7.5 months (Fig. 7D).
The rate of loss of ABR thresholds per month of age in Gnai3 KO mice exceeded significantly
the minor loss seen in control mice (Fig. 7D, bar graphs). Furthermore, the progression of
ABR threshold loss was significantly stronger in global Gnai3 KO mice when compared to
mice with conditional Gnai3 deletion (Fig. 7D, bar graph) while no significant difference was
found when comparing the progression for the respective controls (Fig. 7D, bar graph).

Strikingly, the amplitude of ABR wave [V was disproportionally elevated in comparison
to ABR wave I in Gnai3 cKO mice but not in Gnai3 gKO (Fig. 7E), indicating that conditional
deletion of Gnai3 mainly restricted to the inner ear preserves a capacity to generate neural
gain, while this function is mostly lost in global Gnai3 KO mice. In Gnai2 KO mice showing
normal hearing and in Gnai2/i3 cKO being almost deaf this effect was not further analyzed.
The different capabilities of global and conditional Gnai3 KO to generate central neural
gain suggested that distinct Ga, expression patterns might be causally involved in the
progression of the deviating functional phenotypes. Isoform-specific antibodies detected
Ga,, proteins in the brainstem and cerebellar tissues from control but not from Gnai3 gkO
mice (see online suppl. material, suppl. Fig. 4, upper panel), whereas in the same tissues Ga,,
., immunoreactivity was unaffected (see online suppl. material, suppl. Fig. 4, middle panel).
We next searched for differences in the expression pattern of Ga,, between Gnai3 gkOs and
Gnai3 cKOs in retrocochlear regions possibly involved in neural gain generation at the level
of the auditory nerve or its target neurons in the cochlear nucleus [59, 60].
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Fig. 8. Expression of Ga,, in the spiral ganglion. (A) Sections through the spiral ganglion stained with G,
antibodies reveal its presence in control (Ctr) and Gnai3 cKO mice but not in Gnai3 gKO mutants. One repre-
sentative animal of n=2 is shown. Scale bars, 5um (B) Schematic illustration of the expected Nf200, Kir4.1,
Sox10, brevican, and G, immunoreactivity in the soma of a single spiral ganglion neuron and the ensheath-
ing satellite (glia) cell, and the surrounding perineural net matrix. Lac Z staining of Foxg1“*/*ROSA 26 re-
veals activity of Cre in the cytoplasm of spiral ganglion neurons (middle panel, some somas are indicated
with arrows) but not in neighboring Sox10-labelled satellite cells (right panel, some cells are indicated with
white outlines). Scale bars, 15um. One representative animal of n=2 is shown. (C, D) Sections through the
spiral ganglion co-labelled with Ga,, and Kir4.1 antibodies confirm its presence in satellite cells surrounding
Nf200 positive spiral ganglion neurons. Ga,, itself is surrounded by the perineuronal marker brevican. Scale
bars, S5um. One representative animal of n=2-5 is shown.

A Ga. DAP| B Ga DAPI

Fig. 9. Ga, and vGLUT1 expression in the ventral cochlear nucleus. (A,B) Left panels: Overview of cross
sections showing dorsal (DCN) and ventral (VCN) cochlear nucleus of Gnai3 gKO (A) and Gnai3 cKO (B) and
corresponding controls (Ctr). Scale bars 200um. Middle and right panels: stained with Ga,,-specific anti-
bodies (red) and the vesicular-glutamate-transporter-1 (vGLUT1, green). Note the absence of Ga,, labeling
contacted by vGLUT1 in Gnai3 gKO (A) but not cKO (B). One representative animal of n=2 is shown. Scale
bars Spum.
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At the level of the spiral ganglion neurons (SGN) Go,, immunoreactivity was absent
in Gnai3 gKO but not in Gnai3 cKO mice (Fig. 8A). Also in target neurons of the auditory
nerve in the cochlear nucleus (e.g. the bushy cells in the ventral cochlear nucleus, VCN),
which are identified through vGLUT1 positive presynaptic contacts (Fig. 9, green) [61], Ga,,
antibody staining was detected in Gnai3 cKO (Fig. 9B, red) but not in Gnai3 gKO mice (Fig. 94,
red). Moreover, preliminary findings revealed reduced vGLUT1 staining intensity in Gnai3
gKOs (Fig. 94, green) in comparison to Gnai3 cKO mice and control mice (Fig. 9B, green). As
previously described reduced vGLUT1 expression goes along with reduced activity [61], we
suggest differences in vGLUT1 activity of auditory nerves between both Gnai3 mutants.

To search for additional differences between Gnai3 gKO and Gnai3 cKO mice we
compared the expression pattern of Ga, with that of the Cre activity generated by the
Foxg1e¢/* line used to generate Gnai3 cKO mice. Lac Z staining of Foxg1~*ROSA 26 animals
showed Cre activity in the ball-shaped SGNs (Fig. 8B, middle panel) which correspond to the
previously described expression of Foxgl [27]. Ga,, expression was assigned to the bean-
shaped supporting satellite cells, which were characterized by Sox10 expression (Fig. 8B,
right panel) and colabelling with the marker Kir4.1 [62, 63] (Fig. 8B and C) surrounding
the Nf200 positive SGNs (Fig. 8B and D, left panel). Furthermore, Ga,, expression itself
was encircled by the perineuronal net marker brevican [64] (Fig. 8B and D, right panel).
Importantly, expression of Ga, in satellite cells is evident in Gnai3 cKO but not in Gnai3 gKO
mice and hence could contribute to auditory neural gain only seen in Gnai3 cKO.

Taken together, our findings have various implications on the role of Ga, proteins as
regulators of auditory functions and can be summarized by four key observations (Fig. 10).
(1) Hair bundles in low-frequency regions are shaped by Go, and/or Ga;, whereas their
correct formation in high-frequency regions only depends on Ga,, (Fig. 10A). (2) Atleast one
Ga, isoform is required to trigger the final maturation of IHC synapses (Fig. 10B). (3) In low-
frequency regions the deletion of either Ga,, or Ga,, has no hearing phenotype, whereas in
high-frequency regions Ga, is required for appropriate hearing (Fig. 10C). (4) Expression of
Ga,, in satellite cells of the cochlea and/or auditory neurons in the brainstem associates with
neural gain adjustment (Fig. 10D).

Discussion

The present study unravels specific auditory functions of different Go, proteins, the
binding partners of Gpsm2, which are known as evolutionary highly conserved determinants
of cell polarity, asymmetric cell division, or planar cell polarity [11, 42]. The present data
provide evidence to discriminate between so far elusive functions of Ga,, and Ga,, for (1)
shaping polarity and length of hair bundles in different cochlear regions, and (2) also
uncover new functionally relevant actions of Ga,, and Ga,, for final differentiation of inner
hair cell (IHC) synapses, and (3) suggest Ga, to be important for central auditory adaptation
processes.

Ga, and Ga,, shape hair bundles

Using various Gnai mutant mouse lines we demonstrate that deficiency for Ga,, but not
Ga,, produces high-frequency hearing loss, whereas the absence of both isoforms results in
profound deafness resembling the phenotype seen in Gpsm2 mouse mutants [19, 23].

Lower numbers and reduced elongation of stereocilia in high frequency cochlear turns
in outer hair cells (OHCs) of Gnai3 cKO mice and stereociliary elongation defects in IHC in
basal turns [19] correlated with the deficiency for Gnai3 in high frequency cochlear regions
and high frequency hearing threshold loss. In contrast, due to an overlapping expression
profile of Ga,, and Ga,, proteins we observed reduced numbers and impaired elongation
of stereocilia together with low-frequency hearing threshold loss exclusively in the Gnai2/
i3 cKO mice which are deficient for both proteins. These findings uncover an unexpected
difference of Ga,, and Ga,, functions for shaping size and length of hair cell stereociliary
bundles specifically along the tonotopic axis and suggest selective Ga, functions for hearing

1524

139



Cellular Physiology Cell Physiol Biochem 2018;47:1509-1532

" K DO 10.1159/000490867 C 2018 The Author(s). Published by S, Karger AG, Basel
and B|ochem|stry Published online: June 25,2018 |wwwkargercom/cpb

Beer-Hammer et al.: Ga, Proteins are Indispensable for Hearing

function/structure cochlear Gnai2 Gnai3 Gnai3 Gnai2/i3

turn gKO
KO gKO cKO cKO

A shape of stereocilia

normal  abnormal "F:% @
A

© ® B O
B  IHC maturation

mature  immature u@ @

BK

("8 ©
¢

C auditory brain
stem response

normal abnormal u@ @
MM ™8 00 @ @
Q@ ®

D neuralgain

LUl oy (nd) no yes (nd)
LUl-’ﬂlL

Fig. 10. Schematic illustration of supposed roles of Ga,, and Ga, for hearing. (A) Hair bundles in low-fre-
quency cochlear regions are shaped by Ga, and Ga_, activity and hair bundles in high-frequency cochlear
regions are shaped by specific activity of Ga,, that cannot be replaced by Ga,,. (B) During the maturation
process the reorganization of the axosomatic efferent nerves is described by the downregulation of SK2 and
upregulation of BK channels. Ga,, and Ga,, exhibit mutual redundant activity to trigger the final maturation
of IHC synapses, whereas upon deletion of both Ga, proteins IHCs remain in an immature stage character-
ized by a sustained SK2 expression and a failure of BK upregulation. (C) For hearing in low-frequency re-
gions expression of either Ga,, or Ga,, is indispensable, whereas in high-frequency regions Ga,, expression
is crucial for proper hearing. (D) Central neural gain adjustment in response to impaired auditory input is
presumably shaped by Ga, activity in satellite cells or brainstem auditory neurons, as Ga,, is absent in Gnai3
gKO but not in Gnai3 cKO mice in these cells. n.d., not determined. LF, low-freq y. HE, high-frequency.
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low and high pitch sounds. In this context the existence of frequency-specific complexes of
either Ga, or Ga,, together with actin regulatory proteins (such as espin, radixin, TRIOBP or
twinfilin) [65-67] or with hair cell-specific myosins (Myosin 1c, 3a, 6, 7a and 15a) [65, 68]
or proteins such as Eps8 (actin-binding protein epidermal growth factor receptor pathway
substrate 8) [55, 69], whirlin [19] and proteins associated with the mechanoelectrical
transduction (MET) [70] may be considered.

The failure of proper activation of functionally intact MET may be explained through
structural abnormalities of stereocilia in Gnai3 KO mice, such as shorter hair bundles. Indeed,
we have several implications that MET are functional: (i) normal slopes but reduced CAP
amplitudes in Gnai3 cKO mice point to functional MET currents [71] (ii) reduced summated
potential (SP) amplitudes indicating functional MET currents although the activation of those
seems to be hampered [47] (iii) the deficient growth of cochlear microphonics (CM) typically
seen upon insufficient responses of MET currents to sound caused by an inappropriate
activation of the MET channels [72] and (iv) the shallower slopes of the amplitude growth
functions of early and late ABR waves at moderate sound intensities observed in global and
conditional Gnai3 KO mice point to reduced sensitivity to sound [73]. The overall findings
thus suggest a failure of functionally intact MET activation in Gnai3 KO mice following e.g.
inappropriate coupling of shorter or disorganized stereocilia to the tectorial membrane.
Reduced length of stereocilia despite normal biophysical properties of MET currents is also
discussed for Eps8 mutants [55]. Eps8 shapes stereocilia length together with Usher protein
candidates such as whirlin or myosin 15 along the entire tonotopic axis [74]. Deletion of
the Eps8L2, a member of the Eps8-like protein family, causes deafness [55, 69] similarly to
Gnai2/i3 cKO. Strikingly, the deletion of Eps8 induced progressive high-frequency hearing
loss [75] similar to the phenotype observed here in Gnai3 KO mice. Further studies will clarify
whether Ga, protein expression and/or signaling depends on Eps8 or vice versa. Moreover,
it remained open in which signaling pathways Ga, integrates in the inner ear. Aside from
classical GPCR-driven canonical pathways non-canonical mechanisms should be considered
in future studies.

Ga,, and Ga,, trigger maturation of IHC synapses

IHCs of Gnai2/i3 cKO mice remain immature along the entire tonotopic axis as judged
from a failure to upregulate BK and downregulate SK2 channels. Since Gnai3 mutants develop
a normal post-hearing IHC structural phenotype, the impairment of stereocilia elongation
per se is unlikely the cause of the developmental block of IHC maturation. Deafness by itself
does not prevent IHC maturation of Gnai2/i3 cKO mice, as can be concluded from situations
of hereditary deafness that do not prevent proper IHC maturation; for example the absence
of thyroid hormone leads to deafness, but IHCs gradually develop after 2 months [76-
78], whereas IHC maturation is still absent in 4- to 5-month-old Gnai2/i3 cKO mice. The
immature IHC phenotype of Gnai2/i3 cKO mice may rather be considered in the context of
aredundant Ga,,/Ga,, activity that acts together with myosin 6 e.g. on pruning of connected
fibers. Accordingly a timely elimination of axosomatic efferent contacts [54-56], coincides
with the initiation of biophysical maturation in IHCs [79] (see for a review [58]). Myosin 6
mutants show not only a defective structural integrity of the hair bundle but also an impaired
post-hearing IHC maturation that includes the failure to properly target BK channels [80,
81], similar to Gnai2/i3 cKO.

Ga,, is essential for central auditory processing

An unexpected finding was a reduced compensatory neural gain in the Gnai3 gKO but
not in the Gnai3 cKO mice that came along with a significantly accelerated worsening of
hearing thresholds over age. For the auditory system, it was shown that the peripheral loss
of response to sensory stimuli due to traumatic events, aging processes or genetic defects
among others triggers central gain adjustment in order to re-stabilize the network through
a disproportional elevation of the neuronal firing rate [31, 82, 83]. How target neurons of
auditory nerve fibers, likely to be present in the dorsal [59] or ventral [84] cochlear nucleus
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(DCN, VCN), sense nerve deprivation and re-stabilize their firing rate proportional to sensory
decline is entirely elusive.

The finding that central compensation fails in Gnai3 gKO but not in Gnai3 cKO, despite
comparable hearing threshold deficits, is surprising. It is tempting to speculate that Ga,
expressing auditory neurons that may correspond to target cells of auditory nerves via
their vGLUT1 positive contacts [85] may participate in generation of compensating central
hyperactivity. Indeed, Ga-GBy signaling has been shown to modulate basic G protein-
activated K*-channel GIRK [86] in response to e.g. GABA R mediated (GABA “spillover”)
activation from neighboring sites and thereby triggers elevated firing rates through shunting
of excitatory currents [87]. Interestingly, following noise exposure elevated firing rates in
the cochlear nucleus (CN) are accompanied by a modification of GABAR [88, 89]. In this
context preliminary findings of lower vGLUT1 immunoreactivity in Gnai3 gKO than Gnai3
cKO mice may be indicative for less active transmitter release sites, as previously suggested
[61]. Additionally, the absence of Ga,, expression in satellite cells of the cochlea in global but
not conditional Gnai3 mutants (Fig. 8A) may lead to a differential excitability of cochlear
neuronal cells as has been observed for the brain [90, 91]. Indeed, dysfunction of satellite
cells has been shown to accelerate hearing loss over age and delays ABR wave I responses in
high-frequency hearing loss [92] as seen here for Gnai3 KO.

Ga, proteins and in particular the Ga,, isoform have been previously linked to control
asymmetric cell division and hair cell bundle polarity in the inner ear [16, 17, 19, 23]. Beyond
that, our present findings indicate redundant functions of Gy, and Ga,, for final maturation
of synapses and low frequency hearing, whereas Ga,, is indispensable for basal cochlea hair
bundle shaping, high frequency hearing, and homeostatic excitability changes in the brain.
As a consequence, Ga, cell functions are not only pathophysiologically important for hearing,
but should also be considered in the context of novel functions for the sensory synapse and
neuronal differentiation processes.

Conclusion

From invertebrates to mammals, Goni proteins are involved in regulation of mitotic
spindle dynamics, cell division, polarity, growth, and differentiation. We show for the
sensory cells in the cochlea that the action of Ga, members is not limited to cilia movements
or regulation of mitotic spindle dynamics in early development, but that distinct isoforms
differentially account for early and later developmental steps. In particular Ga, proteins (i)
shape stereociliary bundles isoform-specifically, (ii) act on differentiation of synapses during
critical rewiring periods and (iii) allow for central adaptive neural gain responses.

Abbreviations

ABR (auditory brainstem response); AGS (activators of G-protein signaling); BK (Ca*-
and voltage-activated K*-channels of the BK type); CAP (compound action potential); CN
(cochlear nucleus); CM (cochlear microphonic potential); cKO (conditional deletion);
dB (decibel); DCN (dorsal cochlear nucleus); DPOAE (distortion product otoacoustic
emissions); ES (embryonic stem cells); Eps8 (actin-binding protein epidermal growth
factor receptor pathway substrate 8); f1 (DPOAE primary tone 1 frequency); f2 (DPOAE
primary tone 2 frequency); GFP (green fluorescent protein); gKO (global deletion); Ga (a
subunit of G-proteins); GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor); GIRK (G protein-
coupled inwardly-rectifying potassium channels); Gnai (gene coding for Ga subunit); GPCR
(G-protein-coupled receptors); Gpsm2 (G protein signaling modulator 2); IHC (inner hair
cells); I/0 (input/output function); Kir4.1 (inward rectifying potassium channel); MET
(mechanoelectrical transduction); Nf200 (neurofilament 200); n.s., not (significant); OHC
(outer hair cell(s)); PTX (Pertussis Toxin); SD (standard deviation); SEM (standard error of
the mean); SGN (spiral ganglion neuron); SK2 (small conductance Ca**-activated K*-channel
type 2); SP (summation potential); SPL (sound pressure level); VAMP 2 (vesicle-associated
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membrane protein 2); VCN (ventral cochlear nucleus); vGLUT 1 (vesicular glutamate
transporter 1).
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SUPPLEMENTAL FIGURE LEGENDS

Supplemental Figure 1. Conditional inactivation of the Gais gene.

(A) The organization of part of the murine Gnai3 genomic locus (top), the linearized targeting vector
(upper middle), and the targeted Gnai3 allele before (lower middle) and after (bottom) deletion of the
TK-Neo resistance cassette are shown. The TK-Neo resistance cassette was inserted into intron 6 of the
Gnai3 gene. Exon sequences are represented by filled rectangles, intron sequences by a black line.
Restriction sites are Pstl and BamHI and the relevant restriction fragments for detection of the WT or
targeted alleles are shown. The location of the probe fragments for Southern blot hybridization is

indicated as 5’ fp, 3’ fp1 and 3’ fp2.

(B) PCR strategy. The deletion of the floxed exon 6 of Gnai3 was induced by breeding of conditional
Gnai3f/f mice (C57BL/6-Sv129) on an Ella-Cre-positive background. The Ella-Cre mouse line
expresses the Cre recombinase under the control of the adenovirus Ella promoter in the early mouse

embryo resulting in a general deletion of the floxed sequence.

(€) Genotyping PCR was performed from tail biopsies of the indicated mouse strains (Ex6-F—Ex7-R:

Gnai31/1=534 bp, Gnai3*/*=500 bp; Int-FEx7-R: Gnai3f/=350bp, Gnai3*/*=800 bp; Ella-Cre=291 bp).

Supplemental Figure 2. Click-ABR thresholds of gene-targeted Gnai KO mice.

Click-evoked ABR (click-ABR) thresholds for the mice mutants (global deletion of Gnai2, dark blue,
conditional deletion of Gnai2, light blue, global deletion of Gnai3, red, conditional deletion of Gnai3,
purple, conditional double deletion of Gnai2/i3, green) vs. their respective controls (white). Horizontal
and vertical bars represent mean and SD, respectively. Circles indicate single ear thresholds. n.s. not

significant, ***p< 0.001 2-sample student’s t-test, * p< 0.05 Fisher’s exact test.

Supplemental Figure 3. ABR amplitudes, latencies, and click-ABR wave IV to wave I amplitude

ratios (wave IV/I ratio) in conditional Gnai2 KO mice.

(A) ABR waveform with the indication of wave I and IV peak-to-peak amplitude and the leading peak
latency from one individual ear of a control mouse (black line) and a KO mouse (colored line) evoked

at the level of 40 dB above the hearing threshold are shown.
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(B) Mean+SEM click-ABR wave I amplitude (left panel), mean+SD wave I leading peak latency 1/0
function (right panel), and mean*SD of wave I amplitude slope (inset of left panel) for Gnai2 cKO mice,
and their respective controls. Amplitudes, amplitude slopes, and latencies are similar in KO mice and

controls. Mean values of the amplitude slopes are shown above the corresponding bars in the insets.

(€) Mean=SEM click-ABR wave IV amplitude (left panel), mean + SD wave I leading peak latency 1/0
function (right panel), and mean+SD of wave IV amplitude slopes (inset of left panel) for Gnai2 cKO
mice and their respective controls. Amplitudes, amplitude slopes, and latencies are similar between
KO mice and controls. Mean values of the amplitude slopes are shown above the corresponding bars

in the inset of the left panel.

(D) Mean#SEM click-ABR wave IV/I ratios at increasing stimulus level for the Gnai2 cKO and their
respective controls. Data points represent the mean of 8 to 10 ears (numbers in brackets close to

legend key) from 4 to 5 mice.

Supplemental Figure 4. Expression of Ga;3 in the CNS.

Representative immunoblots of brain stem (BS) and cerebellum (CB) homogenates isolated from
control and Gnai3 gKO mice. Ga;z protein is completely absent in Gnai3 gKO BS and CB tissue (upper
panel), whereas Gai; and Gaiz proteins were detectable in control and Gnai3 gKO mice (lower panel).
10 pg protein per lane were loaded. The membrane was first stained with the Gajs antibody, stripped
and subsequently stained with the Gaii/iz antibody. To control equal loading, the membrane was
stained with Amido black. As Amido black is stained after the incubation with the specific antibodies,
the Gaj-bands detected with the antibodies are very strong, but looking at the total lane, an equal
loading is visible. Brain stem and cerebellar tissues from 3 animals per genotype were analyzed in 3
independent experiments. For size orientation protein standards were loaded (BioRad Precision Plus

Protein Standard Dual Colour, and Nippon Genetics BlueStar PLUS Prestained Protein Standard).
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Supplemental TABLE LEGENDS

Supplemental Table 1 Resource data for Materials.

Supplemental Table 2 Statistical information and n numbers.

Supplemental Table 3 Stereocilia length and number in basal cochlear turns of outer hair cells of

Ctr and Gnai3 cKO mice. (*): significant to Ctr
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Supplemental Table 1

Reagent Source Identifier
Antibodies

BK, 1:200 rb, Alomone Labs, Jerusalem, Israel #APC-021
CtBP2/RIBEYE, 1:1,500 rb, American Research Products, Waltham, MA, USA #10-P1554
KCNQ4, 1:50 rb, generated by Knipper lab [41] [40]
NF200, 1:8,000 ms, sigma #N0142
SK2, 1:50 rb, sigma #P0483

otoferlin, 1:100

ms, LifeSpan BioSciences, Seattle, WA, USA

#LS-C 153337

prestin, 1:250 gt, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA #SC-22692

VAMP 2 or Synaptobrevin-2, 1:200 ms, Synaptic Systems, Gottingen, Germany #104211

vGLUT 1, 1:1,500 gp, Synaptic Systems, Gottingen, Germany #135304

espin, 1:100 ms, Fisher Scientific, Schwerte, Germany; BD Biosciences #BDB611656

Gaiyiz-specific antibodies, 1:200 Charles River, Squarix customer made for Niirnberg lab [25, 26, 29]

Gais-specific antibodies, 1:100 7Biosciences, customer made for Niirnberg lab [19, this study] [19]

Alexa Fluor 568 Phalloidin, 1:400 Molecular Probes, Eugene, OR, USA #12380

Kir4.1, 1:100 ms, Sigma #WH0003766M1

brevican, 1:100 ms, BD-Biosciences #610895

GFP, 1:400 rb, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA #NB-600308

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins

Dulbecco’s modified Eagle’s medium Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 41966-029

Glutamine Seromed, Wien, Austria K 0283

Penicillin/streptomycin Seromed, Wien, Austria A2213

Leukemia inhibitory factor own production N/A

2-Mercaptoethanol Invitrogen 31350-010

Fetal bovine serum Pan Biotech, Aidenbach, Germany P30-3300

G418 Seromed, Wien, Austria A 2712

Ganciclovir (Cymeven) Syntex 115561

BamHI Roche #10220612 001

Pstl Roche #10 621 625 001

paraformaldehyde Merck #1.04005.1000

sucrose Merck #1.07651.1000

phosphate buffered saline GIBCO #Cat.N0.18912-
014

Tris Roth 5429.2

SDS Roth 2326.2

2-Mercaptoethanol Merck 4201937

PMSF Calbiochem 52332

Urea Sigma 51456
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Supplemental Table 1

Critical Commercial Assays

RDO rapid decalcifier Apex Engineering Products Corporation, Aurora, IL, USA; | #41-5711-00
German costumer, MEDITE

Experimental Models: Organisms/Strains

C57BL/6 blastocysts isolated from C57BL/6N | Charles River N/A

mice

Ella-Cre mice (B6.FVB-Tg(Ella- | Jax mice 003724

cre)C5379Lmgd/])

FoxG1-Cre mice Jax mice 006084

(B6.129P2(Cg)-Foxgltm1(Cre)Skm/]

Gnai2-ko mice Lutz Birnbaumer, NIH [30] N/A

Gnai3-ko mice Lutz Birnbaumer, NIH, [24, 29] N/A

Gnai2-flox mice Lutz Birnbaumer, NIH, [25, 26] N/A

Gnai3-flox mice Niirnberg lab [this study] N/A

Gnai3-GFP mice Cyagen Biosciences, USA for Niirnberg lab [this study] N/A

Oligonucleotides

5’-GCAATTATCTTTTGTGTGGC-3’ (Ex6-F) Biomers, Ulm, Germany N/A

5-ATGCTGTCAAACAATTTCATGC-3’ (Ex7-R) Biomers, Ulm, Germany N/A

5-TAGCAGTTGTCATGGCTACC-3’ (Int-F) Biomers, Ulm, Germany N/A

5’-GGCTATGATCCCAAAACTCCCCG-3' (for) Biomers, Ulm, Germany N/A

5’-GTGGTAAGCCTGTGTTTGTGAGAG-3’ (rev) Biomers, Ulm, Germany N/A

Recombinant DNA

eGFP-cDNA Clontech, Takara, USA N/A

pBluescript Agilent technologies, Santa Clara, USA N/A

Other

cellSens Dimension software OSIS GmbH, Miinster, Germany [43]

LabWindows CVI National Instruments, Austin TX, USA Ver. 8
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Supplemental Table 2

Figure parameter number of p value statistics
mice

Fig. 1A f-ABR Gnai2 gKO 4 mice p=0.223 2-way ANOVA followed by post-hoc
19,3%/ F(1,58)=1.52 pair-wise Bonferroni's multiple
genotype comparison test

Fig. 1B f-ABR Gnai2 cKO Ctr: 6 mice, 27, p=0.933 2-way ANOVA followed by post-hoc
42 F(1,70) =0.007 pair-wise Bonferroni's multiple
KO: 7 mice, 33, comparison test
49

Fig. 1C | f-ABR Gnai3 gKO

Ctr: 7 mice, 57,
29
KO: 8 mice, 67,
29

p<0.0001
F(1,110) = 146

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 1D f-ABR Gnai3 cKO Ctr: 8 mice, 67, p<0.0001 2-way ANOVA followed by post-hoc
29 F(1,127)=132 pair-wise Bonferroni's multiple
KO: 8 mice, 57, comparison test
39

Fig. 1E f-ABR Gnai2 /i3 cKO Ctr: 5 mice, 37, p<0.0001 Fisher’s exact test
29

KO: 4 mice, 24,
29

Fig. 1F click-ABR Gnai2 gkO 4 mice: 13, p=0.619,t=0.51,df = 14
3?/genotype
click-ABR Gnai2 cKO Ctr: 26 p=0.973,t=0.03,df=8
mice/KO: 3¢
mice

click-ABR Gnai3 gkO

Ctr: 7 mice, 57,
29
KO: 8 mice, 67,
29

p <0.0001, t=10.5,df = 28

click-ABR Gnai3 cKO

Ctr: 8 mice, 67,
2?
KO: 8 mice, 57,
32

p <0.0001,t=5.09,df =30

2-tailed unpaired Student’s t-test

click-ABR Gnai2 /i3 cKO

Ctr: 5 mice, 37,
29
KO: 4 mice, 24,
29

p<0.001

Fisher’s exact test

Fig. 2A DPOAE Gnai2 gKO

4 mice: 13,
3?/genotype

F(1,98) = 0.3
.92, F(1, 196) = 0.60

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 2B DPOAE Gnai2 cKO

Ctr: 4 mice, 27,
29
KO: 5 mice, 37,
29

Thr: p = 0.61, F(1, 84) = 0.26
1/0: p = 0.289, F(1, 210) =
113

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 2C DPOAE Gnai3 gKO

Ctr: 5 mice, 47,
19
KO: 5 mice, 34,
29

Thr: p < 0.0001, F(1,118) =
236
1/0: p < 0.0001, F(1,318) =
121

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 2D DPOAE Gnai3 cKO

Ctr: 7 mice, 57,
29
KO: 7 mice, 47,
3

Thr: p < 0.0001, F(1, 182) =
103

1/0: p < 0.0001, F(1, 348) =
120.6

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 2E DPOAE Gnai2/Gnai3
cKO

Ctr: 2 mice, 17,
19
KO: 2 @ mice

Thr: p < 0.0001, F(1, 35) =
80.3

Ctr: 5 mice, 37,
2?
KO: 4 mice, 27,
29

1/0: p <0.0001, F(1, 169) =
356

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test
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Supplemental Table 2

Fig. 3B Shape of OHC n=4-8 p<0.001 Fisher’s exact test
stereocilia (angle)
Gnai3 gKO (32-36 cells) | n=8
Gnai3 Control (26-29 n=4
cells)
Fig. 3E Stereocilia length and 4 - 5 mice/ length: p = 0.0107; U = 49 Non-parametric, two-tailed Mann-
number genotype number: p=0.0001; U="58.5 | Whitney Test

Fig. 5A Gnai3 cKO, CAP

Fig. 5B Gnai3 cKO, SP

Fig. 5C Gnai3 cKO, CM

Ctr: 4 mice, 35,
19
KO: 4 mice, 34,
19

p <0.0001, F(1,126) = 79.1

p=0.006, F(1,136) = 14

p <0.0001, F(1, 84) = 24.2

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 6D Gnai3 cKO
IHC ribbon numbers

Ctr: 3 mice, 17,
29

KO: 3 mice, 17,
2?

p=0.75F(1,12) = 0.11

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

Fig. 7B Gnai3 gKO (click ABR)

wave | amplitude
wave I neg. peak
latency

wave [V amplitude
wave IV neg. peak
latency

slope of wave |
amplitude growth
slope of wave IV
amplitude growth

Ctr: 7 mice, 57,
29

KO: 9 mice, 77,
29

01, F(1,432) = 68.8
01, F(1,402) = 920
01, F(1, 421) = 172
1, F(1,397) = 2.78

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

p=0.006,t=2.99,df =29
p=0.0001,t=4.43,df =29

2-tailed unpaired Student’s t-test

Fig. 7C Gnai3 cKO (click ABR)

wave | amplitude
wave | neg. peak
latency

wave IV amplitude
wave IV neg. peak
latency

slope of wave I
amplitude growth
slope of wave IV
amplitude growth

Ctr: 9 mice, 67,
39
KO: 7 mice, 33,
49

p <0.001, F(1, 412) = 340
p <0.001, F(1,393) = 443
p<0.001, F(1, 453) = 64.4
p=0.21, F(1, 424) 1.61

2-way ANOVA followed by post-hoc
pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test

0.002, t = 3.44, df = 25
0.

p=
p =0.0005, t = 3.93, df = 27

2-tailed unpaired Student’s t-test

Fig. 7D f-ABR
Gnai3 gKO vs. gCtr

Ctr: 5 mice, 47,
19
KO: 5 mice, 37,
49

p<0.0001,t=7.14,df=9

2-tailed unpaired Student’s t-test

f-ABR Ctr: 5 mice, 39, p<0.0001,t=11.03,df=7
Gnai3 cKO vs. cCtr 29
KO: 4 mice, 27,
29
f-ABR gCtr vs. cCtr p=0.97,t=0.036,df=9
f-ABR Gnai3 gKO vs. p=0.033,t=2.65df=7
Gnai3 cKO
Fig. 7E wave IV/I ratio (click-
ABR p=0.44,F(1,369) = 0.6 2-way ANOVA followed by post-hoc

Gnai3 gKO

Gnai3 cKO

Ctr: 7 mice, 57,
29
KO: 9 mice, 74,
29
Ctr: 9 mice, 67,
3Q
KO: 7 mice, 33,
49

p <0.0001, F(1, 358) = 132

pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test
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Supplemental Table 2

sFig. 3B | Gnai 2cKO
wave [ amplitude Ctr: 4 mice, 23, p=0.744,F(1,251)=0.11 2-way ANOVA followed by
29 post-hoc pair-wise Bonferroni's multiple
KO: 5 mice, 34, comparison test
29
wave I neg. peak p=0.218, F(1, 242) = 1.52
latency
slope of the amplitude p=0.848,t=0.19,df =16 2-tailed unpaired Student’s t-test
growth function
sFig.3C | Gnai2 cKO
wave [V amplitude Ctr: 4 mice, 27, p =0.814, F(1, 258) = 0.05 2-way ANOVA followed by
29 post-hoc pair-wise Bonferroni's multiple
KO: 5 mice, 34, comparison test
29
wave IV neg. peak p =0.243,F(1, 248) = 1.37
latency
slope of the amplitude p=0.852,t=0.19,df =16 2-tailed unpaired Student’s t-test
growth function
sFig.3D | Gnai2 cKO p =0.338,F(1,240) = 0.92 2-way ANOVA followed by

wave IV/I ratio

Ctr: 4 mice, 27,
29

KO: 5 mice, 37,
29

post-hoc pair-wise Bonferroni's multiple
comparison test
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Supplemental Table 3

Basal cochlear turn outer hair cells

Age  Genotype Length of stereocilia (pum) Number of stereocilia
median (range) median (range)
N = number of independent N = number of independent
repetitions repetitions
P21 Ctr 1.44 (0.73-2.05) 94.4 (72-119)
N=20 N=12
stereocilia / cells / mice 272 /64 /4 8299/87/5
P21  Gnai3 cKO 0.92 (0.82-1.44) () 73.1 (46-86) (*)
N=11 N=14
stereocilia / cells / mice 305/64/4 7621 /106 / 4
Non-parametric p=0.0107 p=0.0001

Mann Whitney test
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Résultats complémentaires

161



Résultats complémentaires :

Le complexe Crumbs3/Pals1/Mpdz exprimé a la surface
apicale des CC participe a la polarité, la maturité et la

fonction des CC.

(résultats complémentaires non publiés)
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Introduction

Nos précédentes études mettent en avant toute I'importance du complexe Gpsm2/Gai3 sur la
fonction auditive (Ezan et al., 2013; Mauriac et al., 2017). Nous avons démontré que ce complexe
est indispensable a la migration translationnelle du kinocil. Dans cette fonction, la localisation
asymeétrique dans le plan des protéines Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale de la CC est
nécessaire. Cependant, aucune donnée n’existe sur les protéines permettant le recrutement et la
stabilité de ce complexe a la surface apicale des CC. Nous pensons que les protéines des
complexes apicaux interviendraient dans cette fonction. La mise en place de la polarité apicale
fait intervenir deux complexes apicaux, le complexe Crumbs et le complexe Par. Notre précédente
étude met en évidence que les protéines Par6 et aPKC, composant le complexe Par, sont
exprimées au pble proximal a la surface apicale des CC. Ce profil d’expression, opposé a celui
des protéines Gpsm2 et Gai3, suggére que le complexe Par ne joue pas un réle essentiel dans le
recrutement et le maintien des protéines Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale des CC. De fagon
intéressante, nos données préliminaires démontrent une expression homogéne de la protéine
Crumbs3 a la surface apicale de la CC, et I'absence de cette protéine semble engendrer une
perturbation de I'expression de Gai3 dans cette région. Nous avons donc émis I'hypothése d’un

lien entre les protéines du complexe Crumbs et les protéines du complexe Gpsm2 et Gai3.

De récentes publications suggérent que Mpdz, un des membres du complexe Crumbs, serait un
nouveau gene candidat pour les surdités chez la souris et 'lhomme (Bowl et al., 2017; Shaheen
et al., 2017). Mpdz, ou HYC2, est par ailleurs connue pour étre a l'origine d’hydrocéphalies
congénitales récessives sevéres (Al-Dosari et al., 2013; Al-dezawi et al., 2018; Shaheen et al.,
2017). De fagon intéressante, Mpdz forme avec Daple (HYC1) et WDR81 (HYC3) une famille de
protéines a l'origine d’hydrocéphalies congénitales similaires (HYC). De plus, la mutation de
WDR81 semble causer des surdités chez certains patients (Cappuccio et al., 2017; Komara et al.,
2016). A ce jour, aucun cas clinique ne mentionne de déficit auditif chez des patients atteints d’'une
mutation pour Daple, bien que des études chez des souris mutantes démontrent des anomalies
morphologiques de I'épithélium auditif (Siletti et al., 2017) et des déficits auditifs dans les hautes

fréquences (Bowl et al., 2017).

Au vu de ces données, nous pensons donc que (1) les protéines du complexe Crumbs participent
a un complexe apical comprenant Gpsm2/Gai3/Daple/WDR81 mais aussi que (2) les protéines
du complexes Crumbs et les protéines HYC seraient essentielles a la maturation des CC et a la

fonction auditive.
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Objectifs

Notre objectif a long terme est de mettre en évidence les mécanismes moléculaires et cellulaires
essentiels a la mise en place de la polarité des CC. Pour cela, nous avons pour objectif de (1)
découvrir le profil d’expression spatio-temporel des protéines du complexe Crumbs et HYC, (2)
déterminer les anomalies structurelles et fonctionnelles lors de I'absence de certaines protéines
de ces complexes, et (3) mettre en évidence des liens protéiques entre les complexes
Gpsm2/Gai3, Crumbs et HYC.

Matériels & Méthodes

Animaux : Deux lignées d’animaux transgéniques ont été utilisés : Mpdz™9" et Mpdz=™". Ces
animaux ont été obtenus par le croisement de souris Flox-Mpdz (obtenues de notre collaborateur
Andreas Fisher, Hidelberg en Allemagne (Feldner et al., 2017b)) avec des souris Foxg1-Cre ou
Emx1-Cre. Aprés croissement, ces lignées expriment une protéine tronquée correspondant au
premier domaine L27 de la protéine Mpdz (figure 2). Entre E9,5 et E10,5, les lignées Foxg1-Cre,
expriment la Cre dans le télencéphale et I'otocyste, alors que les lignées Emx1-Cre expriment la
Cre dans le télencéphale dorsal des E10,5. Les souris Swiss et les rats Sprague Dawley
proviennent de chez Janvier Labs. Les cochlées de souris Crumbs3 KO nous ont été données

par le Dr Margolis de I'université du Michigan aux USA.

Immunomarquage sur cochlée : Les oreilles internes de rat ou de souris ont été prélevées a des

stades de développement bien précis entre PO et P11. Les oreilles internes ont été disséquées
dans du Phosphate-buffered Saline (PBS) 1X et fixées pendant 1 heure 30 a 4°C dans du PFA
4% supplémenté avec 10% de sucrose. Aprés des ringages au PBS 1X, les oreilles internes ont
été disséquées afin d’'isoler 'organe de Corti. Cet épithélium a ensuite été perméabilisé et saturé
avec 5% de sérum bovin (Bovin Serum Albumin (BSA)) diluée dans du PBS 1X avec 0,25% de
triton X-100 pendant 2 heures a température ambiante. L’anticorps primaire dilué dans du PBS
1X a été incubé sur la nuit a 4°C. Le lendemain, aprés plusieurs ringages au PBS 1X, les cochlées
ont été incubées avec les anticorps secondaires et la phalloidine (marquage de I'actine-F) dilués
dans du PBS 1X pendant 30 minutes a température ambiante. Les anticorps utilisés ont été les
suivants : anti-Gai3 (obtenu auprés de notre collaborateur Bernd Nirnberg, Tibingen en
Allemagne — produit chez le lapin), anti-Gpsm2 (produit chez le lapin par Mireille Montcouquiol et
précédemment caractérisé (Ezan et al., 2013)), anti-Crumbs3 (obtenu auprés de notre
collaborateur André Le-Bivic, Marseille, France — produit chez le lapin), anti-Patj (obtenu aupres
de notre collaborateur André Le-Bivic, Marseille, France — produit chez le lapin), anti-Mpdz

(produit chez la souris, BD biosciences), anti-Pals1 (produit chez la souris — Santa Cruz), anti-
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Pals1 (produit chez la lapin — Santa Cruz), anti-ZO1 (produit chez la souris — Thermo Fisher
Scientific), anti-B2-spectrin (produit chez la souris — BD transduction) , anti-souris Alexa Fluor 488
(produit chez la chévre - Jackson ImmunoResearch), anti-lapin Alexa Fluor 594 (produit chez la
chévre - Jackson ImmunoResearch), ou Phalloidin-ATTO647N (Sigma). Afin de comparer les
cochlées contrbles et les cochlées de souris transgéniques de la méme condition, les cochlées
ont été incubées dans un méme tube. Aprés immunomarquage, les cochlées ont été placées entre
lame et lamelle dans du milieu de montage anti-affadissement approprié a I'acquisition d'images
au microscope confocal (Prolong Gold antifade reagent, Life Technologies). Pour I'acquisition des
images, nous avons utilisé un microscope confocal et I'analyse a ensuite été faite sur le logiciel

ImageJ.

Culture, transfection et immunomarquage des cellules COS-7 : Les cellules COS-7 (dérivées de

la lignée cellulaire de fibroblastes issus de reins de singes vert d’Afrique) sont cultivées a 37°C
en présence de 5 % de CO, dans du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) complet
(sérum de veau feetal 10 %, L-glutamine 2mM, pénicilline 50U, streptomycine 50U), sur des
lamelles de verre. Les cellules ont été transfectées en utilisant du PEI (polyethylenimine). Pour
nos expériences, nous avons transfecté entre 0,25 et 4ug des constructions plasmidiques
suivantes : venus-Gpsm2, Flag-Mpdz, myc-Pals1. Apres 48 heures, les cellules ont été fixées
pendant 15 minutes avec 4% de PFA a température ambiante, puis perméabilisées et saturées
avec du PBS 1X contenant 0.25% de Triton X-100 et 10% de sérum de chévre pendant 1 heure
a température ambiante. Les cellules ont été ensuite incubées 1 heure avec les anticorps
primaires puis 45 minutes avec les anticorps secondaires dilués dans du PBS 1X a température
ambiante. Les anticorps utilisés ont été les suivants : anti-myc 9E10 (produit chez la souris,
Biolegend), Anti-Flag (produit chez le lapin — Sigma), anti-souris Alexa Fluor 594 (produit chez la
chévre - Jackson ImmunoResearch), anti-lapin Alexa Fluor 594 (produit chez la chévre - Jackson
ImmunoResearch). Les lamelles ont été montées sur des lames de verre avec un milieu de
montage anti-affadissement, de type Fluoromont (Southern Biotech). L’acquisition des images a
été réalisée avec un microscope a fluorescence Zeiss et les images acquises ont été analysées

avec le logiciel Image J.

Culture _des HEK293T et Immunoprécipitation : Des cellules HEK293T (cellules rénales

embryonnaires humaines) ont été cultivées dans un milieu enrichi a 5% de CO, a 37°C et
transfectées avec du PEI 24 heures aprés leur ensemencement. Pour cela, entre 4 a 6 ug des
plasmides venus-Gpsm2, Flag-Mpdz et myc-Pals1 ont été utilisés. Aprés 48 heures d’expression,

les cellules ont été broyées puis soniquées avant d’étre solubilisées avec du Tris HCI 50mM pH8

165



additionné a 1% d’acide désoxycholique (Deoxycholic Acid (DOC)) a 37°C pendant 45 minutes
sous agitation puis avec 1% de Triton X-100 15 minutes a 37°C sous agitation. Des inhibiteurs de
protéases (Complete EDTA Free) ont été additionnés au milieu afin de limiter la dégradation
protéique. Aprés cette incubation, les cellules ont été centrifugées a 35000 rpm pendant 40
minutes a 4°C afin de récupérer les protéines d’intérét dans le surnageant. Ce surnageant a alors
été incubé sur la nuit a 4°C sur des billes GFP magnétiques afin de fixer nos protéines possédant
un tag GFP liées avec leurs potentiels interacteurs. Le lendemain, les billes ont été intensivement
rincées avec une solution de TrisHCI, NaCl et Triton X-100. Puis, du tampon 2X Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS) contenant du B-mercaptoéthanol est ajouté sur la résine, 'ensemble est chauffé
pendant 5 minutes a 95°C, et vortexé, afin de décrocher les complexes de protéines des billes.
L’analyse a ensuite été faite sur un gel de western blot dénaturant SDS-PAGE. Pour 'immunoblot
nous avons utilisé les anticorps suivants : anti-GFP (produit chez la souris — Clontech), anti-myc
9E10 (produit chez la souris, Biolegend), anti-Flag (produit chez le lapin — Sigma), anti-lapin-HRP
(horseradish peroxidase — Jackson ImmunoResearch), anti-souris-HRP (horseradish peroxidase
— Jackson ImmunoResearch). Le chemidoc MP (BioRad) nous a permis de faire une lecture de

nos membranes.

Histologie : Des cerveaux de souris contrdles et MpdzE™'

ont été perfusés et prélevés avant d’étre
sectionnés au vibratome (coupes coronales de 40um). Nous avons réalisé un marquage a l'aide
d'un kit permettant de visualiser la myéline et les noyaux des neurones (Brain Imaging Kit —
ThermoFisher Scientific). Nous avons utilisé un anticorps anti-Mpdz (produit chez la souris, BD
Bioscience) afin de visualiser I'expression endogéne de cette protéine au niveau cérébral. Les

images ont été acquises avec le Nanozoomer Hamamatsu ou un microscope a épifluorescence.
Résultats
* Mpdz et Pals1 semblent co-localiser avec Gpsm2 et Gaui3 a la surface apicale de la CC

Dans les cellules épithéliales de mammiféres, la protéine Crumbs3 est exprimée a la
membrane plasmique et aux TJ (Roh et al., 2003). Nos premiers résultats mettent en évidence
une expression de Crumbs3 de fagon homogéne a la surface apicale de la CC tout en étant exclue
des jonctions des CC et de la surface apicale des SC (figure 24A-B). De fagon surprenante, Patj
ne semble pas étre exprimée dans les CC mais a la surface apicale et aux jonctions intercellulaires
des CS (figure 24C-D). En revanche, Mpdz, homologue de Patj chez les mammiféres, semble
étre enrichie de fagon asymétrique au péle distal de la surface apicale des CC de fagon similaire

aux protéines Gpsm2 et Gai3, ainsi qu'aux TJ (figure 24E-F). Nous avons obtenu une co-
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localisation de Mpdz avec Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale et au niveau des TJ en partie distale

de la CC (données non montrées).

Quant a Pals1, elle posséde un profil d’expression similaire & Mpdz a la surface des CC et
aux TJ (figure 24G-H et figure 25A-F) et co-localise avec Gai3 (figure 25G-H) et Gpsm2 (donnée
non montrée). L'expression de Mpdz et Pals1 au pdle distal apical de la CC, fait de ces protéines
de bons candidats pour interagir avec Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale de la CC. La co-
localisation de Mpdz avec Pals1 et non Patj suggére qu'un complexe Crumbs3/Pals1/Mpdz
participe a la mise en place de la polarité A-B des CC, et non un complexe Crumbs/Pals1/Patj,

plus classique.

Une analyse du profil d’expression de Mpdz sur un nombre d’échantillons limités a P11,
suggeére que cette protéine n’est pas relocalisée au sommet des stéréocils (figure 26A-D). Nous

devons refaire cette expérience pour valider ce résultat.

e La délétion des membres du complexe Crumbs semble affecter la morphologie et la

cohésion de la touffe ciliaire

L’analyse de I'épithélium auditif de souris mutées pour Crumbs3 (Crumbs3 KO) met en
évidence des anomalies structurelles caractérisées par une perturbation de la morphologie et de
la cohésion de la touffe ciliaire (figure 27A-B). Nous avons aussi observé une diminution de
I'expression de Gai3 a la surface apicale de la CC en absence de Crumbs3, suggérant un lien
entre ces protéines (figure 27C-D). Ces cochlées provenant de souris Crumbs3 KO nous ont été
envoyées déja fixées par I'équipe du Dr Magolis aux USA. Par conséquent, nous avons eu acces

a peu de cochlées pour cette analyse.

La mutation conditionnelle de Mpdz (Mpdz ") semble conduire a des résultats similaires,
avec la présence de touffes ciliaires plates, souvent mal orientées avec des stéréocils non
cohésifs (figure 28B,D,F,H). Nous avons dans un premier temps validé I'absence d’expression de
Mpdz chez les souris Mpdz™?" (figure 28A-B). Bien que les protéines Gpsm2 et Gai3 soient
présentes a la surface apicale des CC, nous observons une diminution de lintensité de
fluorescence de ces deux protéines (avec les mémes paramétres d’acquisition), ce qui laisse
suggérer une perturbation de la stabilité ou du recrutement de ces protéines a la membrane
apicale en absence de Mpdz (n=2) (figure 28C-F). Cette diminution est d’ailleurs assez similaire

a celle observée pour Gai3 dans le mutant Crumbs3 KO.
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De facon plus étonnante, nous avons observé une perte presque totale d’expression de Pals1
a la surface apicale des CC chez les souris Mpdz ™" (figure 28G-H). A un stade de
développement plus tardif (P11), I'altération de I'épithélium auditif reste toujours visible chez le
mutant Mpdz 9 (figure 26E-F). De plus, la localisation de Gpsm2 au sommet des stéréocils ne
semble pas étre impactée par la mutation de Mpdz (figure 26E-F). Contrairement a une mutation
de Gpsm2 ou Gnai3, sur les images obtenues en confocal, nos résultats préliminaires ne semblent
pas mettre en évidence de différences de longueur de stéréocils chez ces souris (n=2) par rapport
aux souris contrbles (figure 26G). Cependant, une analyse sur des images en microscopie

électronique a balayage serait nécessaire afin de valider ce résultat.
* Mpdz semble étre indispensable a la fonction auditive

Afin de déterminer un déficit fonctionnel chez les souris Mpdz™', des tests auditifs (ABR —
Auditory Brainstem Response) ont été réalisés (figure 29A). Nos résultats préliminaires mettent
en évidence une réduction du seuil auditif pour toutes les fréquences a deux stades de

développement (P21 et P50) chez les souris Mpdz 9’

par comparaison aux souris contréles
(figure 29A). De plus, une réduction de I'amplitude et une augmentation du temps de latence de
la premiére onde suggerent une altération synaptique a la base de la CC (figure 29B-C). Les
mesures des DPOAEs suggérent que la fonction des CCE sur I'amplification des ondes est

affectée (figure 29D).
e Pals1 serait-il un nouvel interacteur de Gpsm2 ?

Pour déterminer de fagon simple d’éventuelles interactions entre les diverses protéines de nos
complexes, nous avons utilisé des cellules hétérologues COS-7. Dans un premier temps, comme
contréle positif, nous avons validé la co-localisation des protéines Mpdz et Pals1, dont l'interaction
est connue (donnée non montrée). Les simples transfections de ces plasmides mettent en
évidence un co-marquage a la fois membranaire et jonctionnel des deux protéines (figure 30A,C).
Par la suite, nous avons co-transfecté Mpdz et un plasmide codant pour Gpsm2 mais nous
n‘avons pas observé de co-localisation (figure 30B). Par contre, dans la méme série
d’expériences, nous avons observé une co-localisation de Gpsm2 et Pals1 ce qui suggérait une
interaction entre ces deux protéines (figure 30D). Par immunoprécipitation, nous avons confirmé
a la fois l'interaction entre Gpsm2 et Pals1, et I'absence d’interaction entre Mpdz et Gpsm2 (figure
30E-G).
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* Mpdz semble avoir une expression synaptique et la délétion de Mpdz semble conduire a

une hypoplasie du corps calleux

Un immunomarquage endogene de Mpdz sur des coupes coronales de cerveau de souris a
P21 met en évidence un enrichissement de cette protéine au niveau des cellules épendymaires
(donné non montrée). Ce résultat est en accord avec les travaux du Dr Feldner et la fonction de
cette protéine dans ces cellules (Feldner et al., 2017b). Le marquage de cette protéine au niveau
de I'hippocampe suggére une expression synaptique (figure 31A). On peut donc penser que cette
protéine est indispensable pour le développement cérébral. Afin de valider cette hypothése, nous
avons réalisé une analyse morphologique du cerveau chez des souris Mpdz=™". Dans un premier
temps, nous avons validé par western blot une diminution de I'expression de Mpdz chez ces souris
par rapport aux souris contréles (donnée non montrée). Notre analyse morphologique du cerveau

suggére une hypoplasie du corps calleux chez les souris MpdzE™'

par comparaison a des souris
contréles (n=1) (figure 31B-D). Cependant, des analyses complémentaires sont a prévoir afin de

valider ce phénotype.
Conclusion

Nos données préliminaires montrent que Mpdz est indispensable a la fonction auditive.
Nos premiers résultats suggérent que les complexes Crumbs et Gpsm2/Gai3 pourraient étre liés
par le biais d’une interaction entre Gpsm2 et Pals1, et participeraient ensemble a la polarité et/ou
a la morphogénése apicale des CC. Nos données originales démontrent pour la premiére fois un
réle du complexe Crumbs dans la fonction auditive. De plus, notre analyse morphologique du
cerveau chez une souris mutée pour Mpdz suggére une hypoplasie du corps calleux. Tout comme
Gpsm2, Mpdz pourrait étre a I'origine d’'une surdité syndromique caractérisée par des surdités et

des anomalies cérébrales.
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Figure 24 : Les protéines du complexe Crumbs sont exprimées dans I'organe de Corti. (A, C, E, G)
Vue de surface a PO de I'épithélium auditif immunomarqué avec des anticorps anti-Crumbs3 (A), anti-Patj
(C), anti-Mpdz (E) et anti-Pals1 (G) (magenta) avec de la phalloidine (gris) ; (B, D, F, H) Représentation
schématique du profil d’'expression des protéines Crumbs3 (B), Patj (D), Mpdz (F) et Pals1 (H) a la surface
apicale de I'organe de Corti. CC : Cellule ciliée ; CS : Cellule de soutien. Echelle : 5pm.
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Figure 25 : Mpdz et Pals 1 présentent un profil d’expression similaire dans les CC. (A, C, E, G) Vue
de surface a PO/P1 de I'épithélium auditif. (A-B) Un immunomarquage avec des anticorps anti-Pals1
(magenta) et anti-Mpdz (cyan) (A) et une mesure par line scan de l'intensité de fluorescence (correspondant
au rectangle blanc) sur I'image A (B) mettent en évidence une co-localisation de Mpdz avec Pals1 a la
surface apicale de la CC ; (C-D) Un immunomarquage avec des anticorps anti-Pals1 (magenta) et anti-ZO1
(TJ - cyan) (C) et une mesure par line scan de l'intensité de fluorescence correspondant au rectangle blanc
sur 'image C (D) suggérent une expression de Pals1 aux TJ; (E-F) Un immunomarquage avec des
anticorps anti-Pals1 (magenta) et anti-B2-spectrin (plaque cuticulaire - cyan) (E) et une mesure par line
scan de lintensité de fluorescence correspondant au rectangle blanc sur I'image E (F) suggérent une
expression de Pals1 au domaine apical de la CC ; (G-H) Un immunomarquage avec des anticorps anti-
Gai3 (magenta) et anti-Pals1 (cyan) (G) et une mesure par line scan de l'intensité de fluorescence
correspondant au rectangle blanc sur 'image G (H) mettent en évidence une co-localisation de Gai3 avec
Pals1 a la surface apicale de la CC. Etoile (*) : Point de départ de la mesure par line scan ; Triangle : point
de fin de la mesure par line scan. Echelle : 5um.
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Figure 26 : Mpdz est exprimée a la surface apicale des CC a P11. (A-B ; E-F) Vue de surface de
I’épithélium auditif a P11. (A-B) Un immunomarquage de Mpdz (cyan) et de Gai3 (magenta) avec de la
phalloidine (gris) suggére une expression a la surface apicale de Mpdz et Gai3 (A), et une expression de
Gai3 au sommet des stéréocils (B) ; (C) Représentation schématique d’'une vue de surface d’'une cellule
ciliée (CC) avec le profil d’expression des protéines Mpdz et Gai3 observé sur les images A et B ; (D)
Représentation schématique des plans d’acquisitions des images confocales prises en A et B ; (E-F) Vue
de surface de [I'épithélium auditif a P11 d'une souris contrOle et d'une souris Mpszoxg . Un
immunomarquage de Gpsm2 avec de la phalloidine montre I'expression de Gpsm2 au sommet des
stéréocils chez les souris controles (E) et les souris Mpdz™" (F) ; (G) Les premiéres quantifications (n=1)
sur ces images ne mettentFpas en évidence une différence de longueur des stéréocils entre les souris
controles et les souris Mpdz™?". D : Distal ; P : Proximal. Echelle : 5um.
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Controle Crumbs3 KO

Figure 27 : La déletion de Crumbs3 (Crumbs3 KO) perturbe la morphologie et la cohésion de la touffe
ciliaire. (A-B) Vue de surface a E18,5 de I'épithélium cochléaire d’une souris contrdle (A) et d’'une souris
Crumbs3 KO (B) marqué avec de la phalloidine ; (C-D) Vue de surface a E18,5 de I'épithélium cochléaire
d’'une souris controle (C) et d’'une souris Crumbs3 KO (D) immunomarqué avec un anti-Gai3 (magenta) et
avec de la phalloidine (gris). Echelle : 5um.
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Contréle Mpszc-un

Figure 28 : La mutation de Mpdz semble affecter le profil d’expression de Pals1, Gpsm2 et Gai3. (A-
H) Vue de surface de I'épithélium auditif a PO/P1 chez une souris contréle (A, C, E, G) ou une souris
Mpsz°"g1 (B, D, F, H) ; (A-B) Un immunomarquage de Mpdz (magenta) avec de la phalloidine (gris) révele
une expression asymétrique distale a la surface apicale de la CC et aux jonctions de la CC chez une souris
controle $A). On observe I'absence d’expression de Mpdz a la surface apicale de la CC chez la souris
Mpdz™" (B) ; (C-D) Un immunomarquage de Gpsm2 (magenta) avec de la phalloidine (gris) révéle une
expression de Gpsm2 a la partie apicale distale de la CC et au sommet des stéréocils chez une souris
contrdle (C). Le taux d'expression de Gpsm2 semble étre diminué a la surface apicale de la CC chez les
souris Mpdz':°"g1 (D) ; (E-F) Un immunomarquage de Gai3 (magenta) avec de la phalloidine (gris) révele
une expression de Gai3 a la partie apicale distale de la CC et au sommet des stéréocils chez une souris
contrdle (1E). Le taux d’expression de Gai3 semble étre diminué a la surface apicale de la CC chez les souris
Mpdz':°xg (F) ; (G-H) Un immunomarquage de Pals1 (magenta) avec de la phalloidine (gris) révele une
expression asymetrique distale a la surface apicale de la CC et une expression aux jonctions de la CC chez
une souris contréle (G). L'expression de Pals1 a la surface apicale et aux jonctions de la CC semble étre
drastiquement diminuée chez les souris Mpdz" ' (H). Echelle : 5pm.
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Figure 29 : Les tests auditifs effectués a P21 et P50 chez les souris Mpdz *¢' semblent conduire a
une surdité progressive et sévére. (A) Représentation graphique représentant le Click et le tone Auditory
Brainstem Response (ABR). Ces mesures indiquent une augmentation progressive du seuil auditif ; (B)
Représentation graphique de I'amplitude de 'onde | du Click ABR (réponse du nerf auditif) en fonction du
niveau sonore. Ces mesures suggérent une augmentation de 'amplitude de cette onde chez les souris
Mpdz"™9" ; (C) Représentation graphique de la latence de I'onde | sur les Click ABR en fonction du niveau
sonore. Ces mesures suggéerent une augmentation de la latence de cette onde chez les souris Mpsz°Xg1;
(D) Représentation graphique des mesures DPOAEs (distorsion des otoémissions acoustiques). Ces

mesures suggérent que les CCE sont affectées chez les souris Mpdz™ 9" (Ctl, n=8 ; Mpdz™%', n=6).
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Figure 30 : Pals1 interagit avec Gpsm2. (A-B) Immunomarquage sur des cellules COS-7 transfectées
avec le plasmide Flag-Mpdz seul (A), ou co-transfectées avec les plasmides Flag-Mpdz et Venus-Gpsm2
(B) ; (C-D) Immunomarquage sur des cellules COS-7 avec le plasmide Myc-Pals1 seul (C), ou co-
transfectées avec les plasmides Myc-Pals1 et venus-Gpsm2 (D) ; (E) L'immunoprécipitation entre les
constructions Venus-Gpsm2 et Myc-Pals1 montre une interaction entre ces deux protéines (encadré rouge)
(n>3) ; (F) L'immunoprécipitation entre les constructions venus-Gpsm2 et Flag-Mpdz suggere qu'il n'y ai
pas d'interaction entre ces deux protéines (encadré rouge) (n=3) ; (G) Représentation schématique des
protéines Mpdz, Pals1 and Gpsm2 avec une interaction connues (fleche noire) et une interaction que nous
avons découverte (fleche rouge).
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B. Contrdle

Ci

Figure 31 : L’analyse structurelle du cerveau des souris Mpdz suggeére une hypoplasie du corps
calleux. (A) Immunomarquage de Mpdz (magenta) chez des souris controles. Ce marquage suggére un
marquage synaptique de cette protéine ; (B-C) Marquage a P21 de la myéline (fibre axonale) et du DAPI
(noyaux) sur des coupes coronales de souris contrles (B) ou de souris MpdzE’”” (C) ; (D) Représentation
graphique de I'épaisseur du corps calleux (fleche rouge) chez une souris contrble (gris) et une souris
Mpdz=™" (magenta). Ces données préliminaires suggérent une réduction de I'épaisseur du corps calleux
(n=1). Echelle : 2,5um.
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Discussion et perspectives
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A. Gpsm2 : une protéine critique pour la polarité, la maturation et la fonction de la CC

Au début de ma thése, la mutation de GPSM?2 était connue pour étre associée au syndrome
du Chudley McCullough (CMCS), une pathologie rare connue pour des surdités sévéeres et
précoces associées a de nombreuses anomalies cérébrales et des troubles cognitifs (tableau 2)
(Diaz-Horta et al., 2012; Doherty et al., 2012; Walsh et al., 2010). Les résultats obtenus pendant
ces 4 ans ont permis de déchiffrer une base moléculaire pour cette pathologie, tout en identifiant

un nouveau role moléculaire pour Gpsm2.
1. Roéle de Gpsm2 dans la maturation apicale de la CC

Initialement, le complexe Gpsm2/Gai3 a été identifié et décrit pour son réle sur la modulation
du cytosquelette de tubuline lors de la division asymétrique des cellules (Colombo et al., 2003).
En 2013, notre équipe ainsi qu’'une équipe canadienne ont démontré que trés t6t au cours du
développement (dés E15,5), le complexe Gpsm2/Gai3 acquiert une accumulation asymétrique
distale a la surface apicale de la CC nécessaire a la migration translationnelle du kinocil (Ezan et
al., 2013; Tarchini et al., 2013). Une mutation des génes ou une absence d’expression des deux
protéines de ce complexe, in vivo et in vitro, conduit a un phénotype PCP avec un mauvais
positionnement du kinocil et des touffes ciliaires mal orientées et malformées. Ces études ont
abouti a la découverte d’'une autre voie de signalisation de la PCP intervenant dans des cellules
post-mitotiques. Cette voie de signalisation, composée des protéines Gpsm2 et Gai a alors été

appelée voie de la PCP dépendante des protéines Gi (Ezan et al., 2013).

Plus récemment, jai pu montrer la présence des protéines du complexe Gpsm2/Gai3 au
sommet des stéréocils, avec un enrichissement progressif dés E17,5 jusqu’au stade adulte. Ce
profil d’expression suggérait un réle de ce complexe dans I'’élongation des stéréocils, comme pour
les protéines du complexe Myo15. En effet, les protéines Myo15, Whirlin et Eps8 composant ce
complexe, sont présentes au sommet des stéréocils et jouent un role essentiel dans leur
élongation et maturation (Belyantseva et al., 2005; Mogensen et al., 2007; Zampini et al., 2011).
L’absence de I'une de ces protéines est a I'origine de stéréocils anormalement courts, plus épais,
plus nombreux et de la perte de I'organisation en taille croissante des stéréocils. Ce phénotype
est directement en lien avec des surdités chez la souris mais aussi chez ’lhomme. Notre analyse
morphologique de I'épithélium auditif chez des souris mutées pour les génes Gpsm2 (Gpsm2™')
et Gnai3 (Gnai3 ") a mis en évidence des stéréocils anormalement courts, plus épais, et la perte
de l'organisation en taille croissante des stéréocils, similaires aux phénotypes observés dans les

mutants Myo 15, Whirlin et Eps8. Par conséquent, tout comme les protéines du complexe Myo15,
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les protéines Gpsm2 et Gai3 sont essentielles a I'élongation et la maturation de la touffe ciliaire.

De facon identique aux mutants pour la Myo15, la Whirlin ou Eps8, des tests auditifs sur les
mutants conditionnels Gpsm2 (Gpsm2™*") démontrent une surdité précoce et sévére des souris
des 6 semaines. Des résultats similaires avaient été publiés préalablement par I'’équipe du Dr
Avraham chez les souris LGN*® (Bhonker et al., 2016) puis confirmés par le Dr Tarchini chez les
souris LGN®F (Tarchini et al., 2016). Les souris LGN* et Gpsm2™*9" possédent une mutation
similaire aboutissant a la synthése d’'une forme tronquée de Gpsm2 exprimant uniquement les
deux premiers domaines TPR. Quant a la souris LGN"°, elle posséde une mutation aboutissant &
la synthése d’'une forme tronquée plus longue de Gpsm2 n’exprimant plus les domaines GolLoco
en C-terminal (figure 23). La comparaison des épithéliums auditifs de ces trois souris mutantes
suggeére que les souris possédant I'expression des formes tronquées de Gpsm?2 les plus courtes
(LGN®F et Gpsm2F") possédent aussi une altération de I'épithélium auditif plus sévére par
rapport aux souris possédant I'expression d’une forme tronquée de Gpsm2 plus longue (LGN*°).
On peut donc penser I'existence d’un lien entre la taille de la forme tronquée de la protéine Gpsm2
et la sévérité du phénotype de I'épithélium auditif. Cependant, ces trois mutants différents ont tous
un phénotype sévére de surdité précoce, suggérant une absolue nécessitée de I'intégrité de la
protéine. Ces observations suggerent donc que l'altération de I'épithélium auditif n’est pas la seule

origine de ces surdités.

Nous avons constaté que la mutation de Gnai3 (Gnai3 ') engendre un phénotype moins
sévére comparé a la mutation de Gpsm2 (Gpsm279"), non seulement d’un point de vue structurel
mais aussi fonctionnel. En effet, la mutation de Gpsm2 conduit a une longueur anormale de
'ensemble des stéréocils, contrairement a la mutation de Gnai3 ou des stéréocils de tailles
normales persistent parmi les stéréocils anormalement courts au sein d'une méme CC. En
absence de Gai3, la sévérité de ce phénotype semble graduelle le long de I'axe tonotopique avec
'apex de I'organe de Corti moins affecté que la base (donnée non montrée). Ces résultats sont
cohérents avec les résultats des tests auditifs qui montrent que les hautes fréquences sont plus
affectées que les basses fréquences chez le mutant Gnai3™9' (Mauriac et al., 2017). Ces
observations suggérent une compensation de la fonction de Gai3 par une autre isoforme de cette
protéine a 'apex de la cochlée. Grace a une collaboration avec les Pr Nurnberg et Dr Ruttiger,
nous avons validé une compensation de la fonction de Gai3 par Gai2 a I'apex de la cochlée (Beer-
Hammer et al., 2018). Nous avons pu ainsi montrer que la mutation de Gnai2 (Gnai2™?') ne
perturbe pas la morphologie de I'épithélium auditif alors que la mutation simultanée des génes

Gnai2 et Gnai3 (Gnai2/37") engendre des stéréocils anormalement courts le long de I'axe
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tonotopique, de fagon similaire a la simple mutation de Gpsm2, mais de facon plus sévére que la
simple mutation de Gnai3. Ces observations coincident avec le profil d’expression de ces
protéines observé le long de I'axe tonotopique. Nous avons ainsi montré que Gai3 est exprimée

tout le long de I'axe tonotopique de la cochlée alors que I'expression de Gai2 est limitée a I'apex.

A ce jour, l'origine de cette différence du profil d’expression de ces protéines le long de I'axe
tonotopique reste inconnue. Cependant, il pourrait étre envisagé que ce phénomeéne soit causé
par le fait que I'apex et la base de la cochlée ne soient pas apparus au méme moment au cours
de I'évolution. En effet, 'analyse de fossiles révéle qu’initialement les primates présentaient une
cochlée courte avec une grande résolution pour les hautes fréquences (base de la cochlée) et
une faible sensibilité aux basses fréquences (apex de la cochlée). Puis, progressivement, au
cours de I'évolution un allongement de la cochlée s’est opéré, aboutissant a la formation d’'un
organe tonotopique. Afin de minimiser au mieux cet encombrement, la cochlée a été contrainte
de s’enrouler sur elle-méme au sein du crane (Coleman and Boyer, 2012). Cette modification
morphologique a conduit & une augmentation de la sensibilité aux basses fréquences,
correspondant a une extension du domaine apical. Aux vues de ces informations, on peut donc
émettre I'’hypothése qu’une nouvelle isoforme de Gai3 soit apparue au cours de I'évolution dans
la partie apicale du canal cochléaire. Cette nouvelle isoforme, étant Gai2, aurait donc une fonction
redondante de Gai3 dans cette région. L'expression de Gai3 le long de I'axe tonotopique

suggérerait donc qu’elle est I'isoforme “ancestrale”.

Nos études comportementales effectuées sur nos souris Gpsm2 9" mettent en évidence un
comportement hyperactif ainsi qu’un défaut d’orientation dans I'espace (déplacement en cercle).
Ce comportement est lié a des défauts du systeme vestibulaire, 'organe de I'équilibre, et plus
particulierement aux stéréocils anormalement courts des CC vestibulaires (Mauriac et al., 2017;
Tarchini et al., 2016). De fagon surprenante, ce phénotype vestibulaire n’a pas été mentionné
dans les différents cas cliniques des patients atteints du CMCS. On pourrait envisager que ce
défaut, bilatéral, conduirait a la mise en place de mécanismes de compensation trés précoces
chez ces patients. Au cours du développement de I'enfant, I'étroite collaboration entre (1) le
systeme vestibulaire, (2) le systéme visuel, et (3) le systéeme sensoriel (proprioception) va
permettre I'acquisition a la fois de la stabilisation du regard au cours des déplacements de la téte
et a la stabilisation du tronc dans des conditions dynamiques et statiques. De nombreuses études
ont démontré que I'altération du systéme vestibulaire dés la naissance était a I'origine d’un retard
d’acquisition du contréle postural du corps et par conséquent un retard de la marche. Cependant,

chez ces enfants le développement accru du systéme visuel et du systéme proprioceptif permet

181



une compensation de la défaillance du systéme vestibulaire, permettant d’avoir une vie normale.
On peut envisager que les problemes vestibulaires chez les patients porteurs du CMCS n‘ont pas
pu étre décelés a cause de cette compensation. Afin de valider que ce phénotype est aussi
présent chez 'lhomme, il est prévu que le Pr Friedman, avec qui nous sommes en collaboration,
réalise des tests vestibulaires directement chez ces patients. Il existe différents tests permettant
de valider un déficit vestibulaire, le plus courant est le test de secouement de la téte. Dans ce cas,
les patients portent des lunettes opaques afin de les immerger dans I'obscurité et d’éviter une
compensation visuelle pendant le test. Ces lunettes sont reliées a une caméra infrarouge
permettant d’enregistrer le réflexe oculaire. Dans ce test, la téte du patient est tournée pendant
plusieurs secondes de droite a gauche. Aprés l'arrét du mouvement, le réflexe oculaire est
enregistré. Chez un patient sans déficit aucun mouvement oculaire ne doit étre détecté. En
revanche, un patient avec un déficit vestibulaire montrera une oscillation non contrélée de I'celil,

témoignant d’une Iésion vestibulaire.

Au cours de notre étude, nous avons constaté que I'accumulation de Gpsm2 et Gai3 semblait
étre restreinte au sommet des stéréocils les plus longs (rangée 1). Toutefois, cette absence de
marquage dans les autres rangées de la touffe ciliaire n’exclut pas que ces protéines puissent y
étre exprimées en moindre quantité, difficilement détectables. Récemment, le Dr Tadenev a
suggéré I'absence d’expression de Gpsm2, Gai3 et Whirlin au sommet des moyennes et petites
rangées de stéréocils (rangée 2 et 3). Il va plus loin dans son analyse en affirmant que la présence
restrictive de ces protéines au sommet des stéréocils de la premiere rangée permet de déterminer
l'identité de cette rangée et de permettre 'organisation des stéréocils en tailles croissantes. Il base
cette affirmation sur le fait qu’en I'absence de Gpsm2 et Gai3, la présence des protéines du
complexe Myo15 n’est pas suffisante pour permettre une élongation correcte des stéréocils. I
observe qu’en I'absence de Gpsm2 et Gai3, les protéines du complexe Myo15, sont accumulées
de fagon homogéne et avec une intensité plus faible au sommet de tous les stéréocils,
contrairement a une condition contréle ou elles sont préférentiellement accumulées au sommet
des stéréocils de la plus grande rangée. Nos immunomarquages de la Myo15 sont en accord avec
cette observation. Cependant, contrairement au Dr Tadenev nous observons une diminution de
l'intensité de la Whirlin en absence de Gpsm2 et Gai3. On peut penser que cette différence peut
étre due au fait que nous avons utilisé des anticorps ne reconnaissant pas la méme région de la
Whirlin et donc ne reconnaissant pas les mémes isoformes de cette protéine. En effet, dans notre
étude, l'anticorps utilisé reconnait la forme longue de la Whirlin, alors que dans I'étude du Dr
Tadenev 'anticorps utilisé permet de reconnaitre la forme courte de cette protéine. En se basant

sur le fait que ces deux isoformes sont exprimées au sommet des stéréocils, on peut donc penser
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que la mutation de GpsmZ2 impacte différemment ces deux isoformes. Cette diminution de
l'intensité de fluorescence des protéines du complexe Myo15 observée en absence de Gpsm?2 et
Guai3 suggere un effet sur le transport ou le maintien des protéines du complexe Myo15 au sommet
des stéréocils par les protéines Gpsm2 et Gai3. La fonction stabilisatrice de Gpsm2 sur la Whirlin,
que nous avons découvert in vitro, renforce cette idée. De fagon intéressante, nous avons observé
une interdépendance entre les protéines Gpsm2, Gai3 et Whirlin in vitro mais aussi in vivo. En
effet, nous avons observé que I'absence de Gpsm2 ou Gai3 ne permettait pas la localisation de
la Whirlin au sommet des stéréocils et vice versa. Ces données suggérent donc la présence d’un
macrocomplexe composé des protéines Myo15, Whirlin, Eps8, Gpsm2 et Gai3 au sommet des
stéréocils, nécessaire a I'élongation de cette structure. Cette hypothése semble d’autant plus
plausible que 'absence de chacune de ces protéines conduit a un phénotype similaire avec des
stéréocils plus courts, plus épais et une perte de leur organisation en tailles croissances. Au cours
de ses travaux, le Dr Tadenev démontre également un gradient de l'intensité de fluorescence de
la Myo15 entre ces différentes rangées, avec une plus forte expression de cette protéine dans la
rangée la plus longue de stéréocils. Sachant que la quantité de Myo15 au sommet des stéréocils
est proportionnelle a la longueur de cette structure (Rzadzinska et al., 2004a), on peut penser que
la perturbation de ce gradient d’intensité de Myo15 est directement en lien avec la perturbation
de la taille des stéréocils en absence de Gpsm2 et Gai3. Au vu de nos résultats, cette répartition
ferait intervenir le complexe Gpsm2/Gai3 qui permettrait un recrutement/maintien de la Myo15 de
fagon plus importante dans les stéréocils de la premiere rangée. Par conséquent, en I'absence
de Gpsm2 et Gai3, le recrutement/maintien des protéines du complexe de la Myo15 serait
perturbé ce qui conduirait & une répartition homogéne de ces protéines et donc a des tailles

équivalentes de stéréocils.

Le Dr Tadenev suggéere l'existence de deux complexes distincts : le complexe
Myo15/Eps8/Whirlin/Gpsm2/Gai3 au sommet des stéréocils les plus longs et le complexe
Myo15/Eps8 au sommet des moyennes et petites rangées de stéréocils. Cette organisation serait
essentielle a I'obtention de stéréocils de taille croissante. A ce jour, les mécanismes permettant
I'expression des protéines Gpsm2 et Gai3 uniquement au niveau des stéréocils les plus longs
sont inconnus. Cependant, on peut penser que I'accumulation asymétrique de Gpsm2/Gai3 en
position distale au pdle apical de la CC, derriere la premiére rangée de stéréocils, joue un role
déterminant pour que ces protéines soient exclusivement exprimées dans cette premiére rangée.
Pour cela, on peut penser que les protéines Insc, Par6 et aPKC interviennent dans cette fonction.

En effet, le Dr Tarchini suggére que la protéine Insc et le complexe de protéines Par6/aPKC
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s’excluent a la surface apicale de la CC, permettant d’en définir les domaines proximal
(localisation de Par6/aPKC) et distal (localisation de Insc/Gpsm2/Gai3) (Tarchini et al., 2013a). Il
suggere que I'absence de Insc conduit a la perte de la localisation de Gpsm?2 a la surface apicale
de la CC en faveur d’'une re-localisation de cette protéine au sommet des stéréocils. De plus, en
absence de Insc une expansion de I'expression de Par6/aPKC est observée. On peut donc penser
que la protéine Insc a une fonction de stabilisation et de maintien de I'expression asymétrique de
Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale de la CC, alors qu’a I'inverse les protéines Par6 et aPKC

favoriseraient I'expression de Gpsm2 au sommet des stéréocils.

2. Découverte d’une nouvelle fonction et d’'un nouveau partenaire pour Gpsm2 : La

Whirlin

Par immunoprécipitation, nous avons découvert I'existence d’'un nouvel interacteur pour
Gpsmz2 : la Whirlin. Cette interaction a été récemment validée par le Dr Tadenev (Tadenev et al.,
2019a). Plus précisément, grace a des GST-Pull-down, nous avons démontré une interaction
entre le domaine N-terminal de Gpsm2 et le domaine C-terminal de la Whirlin. Nous avons été
plus loin dans notre analyse en démontrant que Gpsm2 stabilise I'expression de la Whirlin in vitro.
Nous avons également observé une interaction entre Gai3 et Whirlin (annexe — figure 34). Cette
interaction a récemment été validée par le Dr Tadenev (Tadenev et al., 2019) ce qui suggére que

Gpsm2 et Gai3 pourraient toutes les deux avoir la capacité de lier la Whirlin.

Bien que la présence (ou I'absence) de Gpsm2 et Gai3 module le ratio d’actine-F/actine-G
dans des cellules HEK293T et des neurones en culture, nos résultats ne démontrent pas un réle
direct de Gpsm2 sur la polymérisation d’actine. Dans le but de valider une éventuelle fonction
directe de Gai3 sur la polymérisation d’actine nous avons utilisé un kit permettant de mesurer la
cinétique de polymérisation d’actine en temps réel en présence de protéine Gai3 purifiée
(cytoskeleton — kit BKO0O3). Malheureusement, le tampon permettant de purifier et de maintenir la
conformation GDP de Gai3 (forme liée a Gpsm2) avait un effet nucléateur propre nous empéchant
de conclure sur un effet de cette protéine seule. Nous avons également testé en collaboration
avec le Dr J. Bird un effet direct de Gai3 sur la vitesse de déplacement de la Myo15 sur des

filaments d’actine in silico, 1a aussi sans succes.

En paralléle, nous avons cherché a déterminer si les formes tronquées de Gpsmz2 pouvaient
impacter difféeremment le taux de polymérisation d’actine et avoir un effet dominant négatif. Pour
cela, nous avons utilisé des cellules hétérologues (COS-7) qui générent de nombreux et longs

filopodes lors d’une co-transfection avec la Myo15 et la Whirlin. Dans notre condition contréle, les
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cellules exprimaient la Myo15 et la Whirlin, alors que dans notre condition test elles exprimaient
la Myo15 et la Whirlin en présence de Gpsm2 ou de formes tronquées de Gpsm2. En mesurant
la longueur des divers filopodes, qui est proportionnelle a la dynamique de
polymérisation/dépolymérisation d’actine, nous avons remarqué que lI'expression de la forme
entiere de Gpsm2 augmente significativement la longueur des filopodes, alors qu’a I'inverse les
formes tronquées diminuent de fagon significative cette longueur. En fait, les filopodes générés
avec une forme tronquée de Gpsm2 étaient en moyenne plus courts que ceux générés par la
présence de Myo15 et Whirlin seules, suggérant un effet dominant-négatif des formes tronquées
de Gpsm2. L’ensemble de ces formes posséde toujours I'expression de leur domaine N-terminal
(domaines TPR). On peut donc penser que ces constructions maintiennent leurs interactions en
N-terminal mais bloquent des voies de signalisation auxquelles elles participaient en ne liant plus

leurs partenaires protéiques en C-terminal.

Cette fonction du complexe Gpsm2/Gai3 sur la modulation du cytosquelette d’actine pourrait
expliquer la présence des stéréocils anormalement courts et par conséquent les surdités
retrouvées chez les patients atteints du CMCS. De plus, cette variabilité de phénotypes observée
in vitro induite par les différentes formes tronquées de Gpsm2 pourrait étre a l'origine de la

variabilité de phénotypes retrouvés chez les patients porteurs du CMCS.

3. Gpsm2: une protéine nécessaire a la fonction synaptique de la CC et au

développement du ganglion spiral

Bien que Il'altération de la longueur des stéréocils lors de la mutation de Gpsm2, Gnai3 et
Gnai2/3 semble étre la cause majeure des surdités retrouvées chez ces mutants murins, on peut

également envisager que d’autres anomalies de la CC pourraient participer a ces surdités.

A l'aide d’images obtenues en microcopie électronique a balayage, nous avons mis en
évidence que les tip-links entre les stéréocils sont toujours présents chez les mutants Gpsm2’
et Gnai3™'. Cette observation suggére donc que les canaux de mécanotransduction ont toujours
la possibilité d’étre ouverts. A laide du colorant FMI-43 perméable aux canaux de
mécanotransduction, le Dr Tarchini a démontré que sur un modéle murin muté pour Gpsm?2
(LGNFF), et un modéle murin inactivé pour la voie de signalisation des protéines Gai (souris PTXa),
les canaux de meécanotransduction sont fonctionnels (Tarchini et al., 2016). Cependant, en
analysant leurs résultats on peut observer que I'intensité de FMI-43 est visiblement diminuée chez
ces mutants par comparaison aux souris controles. On peut supposer que cette diminution de

intensité de fluoresence soit en lien avec une diminution de la fonctionnalité de ces canaux
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induite par des stéréocils plus courts ainsi que par la perte de I'organisation en taille croissante
des stéréocils. Cette altération de I'architecture de la touffe ciliaire conduirait a une diminution de
la tension exercée par les tip-links et par conséquent a une diminution de la probabilité d’ouverture
des canaux de mécanotransduction. Ce phénotype pourrait donc potentialiser les surdités

retrouvées chez nos modéles murins.

On peut aussi envisager qu’une atteinte synaptique a la base des CCI pourrait participer a
ces surdités. En se bansant sur des immunomarquages des canaux SK2 (CC immature) et BK
(CC mature), le Dr Ruittiger a démontré que la mutation de Gnai3 ou Gnai2 n’affecte pas la
maturité synaptique alors que la mutation simultanée de ces deux génes conduit a des synapses
immatures (Beer-Hammer et al., 2018). Récemment, par 'utilisation des mémes marqueurs et par
une analyse morphologique a la base de la CCl, cette immaturité a aussi été observée par le Dr
Jean dans les souris LGN®" et PTXa (Jean et al., 2019). De plus, il démontre que les protéines
Guai et Gpsm2 sont essentielles a la mise en place du gradient de taille des synapses a ruban a
la base des CCI. En effet, contrairement a une condition contrdle ot un gradient de la taille des
synapses a ruban est observé avec des synapses plus volumineuses du cété proximal (modiolar)
et des synapses plus petites du c6té distal (pillar) (Coate and Kelley, 2013; Liberman et al., 2011),
linactivation des protéines Gai (souris PTXa), 'absence de Gai3 (Gnai3 KO) et Gpsm2 (LGN®)
conduisent a une taille identique de ces synapses le long de cet axe (Jean et al., 2019).
Cependant, il observe grace a un immunomarquage des protéines RIBEYE/CtBP2 que le nombre
de synapses a ruban ne semble pas étre affecté lors de l'inactivation des protéines Gai (souris
PTXa). Cependant, cette information n’est pas indiquée pour les souris LGN et il serait
intéressant de le déterminer. Au niveau fonctionnel, il observe une augmentation du courant
calcique en lien avec une augmentation du nombre de canaux Ca,1.3 a la base de la CCI.
L’ensemble de ces résultats est en faveur d’'une immaturité de la CCIl. En plus de l'altération
morphologique de la touffe ciliaire a I'apex de la CC, cette altération synaptique a la base de la
CCI pourrait donc participer aux surdités chez ces modéles murins. En accord avec leurs
interprétations, on peut conclure que les protéines Gai et Gpsm2, participent a un complexe

moléculaire a la base de la CCl nécessaire a la maturation de celle-ci.

A ce jour, on ne connait pas de base moléculaire en lien avec le complexe Gpsm2/Gai3
fonctionnant a la base de la CCl. Cependant, on peut envisager que le macrocomplexe formé par
les protéines des complexes Gpsm2/Gai3 et la Whirlin au sommet des stéréocils soit aussi présent
a la base de la CCIl. Si nous prenons I'exemple des photorécepteurs de la rétine qui est un

systéme trés proche des CC de la cochlée, la Whirlin interagit et participe a la distribution des

186



canaux Ca,1.3 (Kersten et al., 2010 ; Zou et al., 2012). Par extrapolation, sachant que ces mémes
canaux sont affectés en I'absence de Gpsm2 et Gai3, on peut penser que la Whirlin pourrait
former un macrocomplexe avec ces protéines ce qui pourrait expliquer que le nombre de canaux

Ca,1.3 soit affecté a la base de la CCI.

Peu de choses sont encore connues sur la fonction de Gai3 et de Gpsm2 en post-synaptique.
Toutefois, le mutant PTXa semble présenter des densités post-synaptiques (PSD95) plus larges
et plus complexes en lien avec la perturbation de la répartition des canaux Ca,1.3 au niveau pré-
synaptique (Jean et al., 2019). De plus, le Dr Ruttiger met en évidence I'expression de Gai3
également au niveau du ganglion spiral, et observe en I'absence de cette protéine une diminution
de l'expression des récepteurs vGLUT1 (vesicular glutamate transporter 1) en lien avec une
réduction de I'excitabilité de ce neurone (Beer-Hammer et al., 2018). Ces résultats suggérent donc

aussi un réle des protéines Gai en post-synaptique.
4. Perspectives thérapeutiques

Dans un but thérapeutique, il serait intéressant de tester chez nos souris mutées pour Gpsm2
si une restauration auditive est possible par injection de virus intra-cochléaire. Cette technique
consiste en l'injection d’'un virus codant pour nos protéines d’intérét directement dans l'oreille
interne entre PO et P3. Parmi les virus, de nombreux sérotypes de virus AAV ont été testés et a
I’heure actuelle, le sérotype ANC80L65 semble étre le plus efficace avec prés de 90% de CCI et
CCE infectées ainsi que prés de 40% des cellules du ganglion spiral (Ahmed et al., 2017; Suzuki
etal., 2017). Sion prend I'hypothése que la surdité chez nos souris Gpsm2™*9" est majoritairement
due a la présence de stéréocils anormalement courts, notre but serait de restaurer la longueur
des stéréocils en surexprimant la forme sauvage de cette protéine. Cette situation a déja été
décrite pour le mutant Whirler (muté pour la Whirlin) qui présente des stéréocils anormalement
courts tout comme lors de I'absence de Gpsm2. Ce modéle murin est connu pour avoir une surdité
sévere et précoce ainsi que des problémes vestibulaires. Dans le but d’'une restauration auditive
et vestibulaire, le Dr Isgrig a injecté par les canaux semi-circulaires un virus AAV (sérotype 2/8)
codant pour la Whirlin. Par cette technique, il obtient une infection minimum de 70% des CC. Il
observe une restauration totale de la longueur des stéréocils des CC infectées, aussi bien dans
la cochlée que dans le vestibule. Cette restauration permet une restauration totale de la fonction
vestibulaire chez ces souris injectées. Cependant, seulement une restauration partielle de
'audition est obtenue chez les souris injectées. || émet I'hypothése qu’une restauration totale de

l'audition serait possible avec une infection plus importante des CC. En se basant sur ces études,

187



on peut supposer que l'injection & P0/3 chez les souris Gpsm2™9" d’un virus codant pour la forme
entiére de Gpsm2 avec un sérotype ANC80L65, pour avoir une meilleure infection, permettrait
une restauration de la longueur des stéréocils et donc au minimum une restauration partielle de

la fonction auditive.

Comme discuté précédemment, en plus d’affecter I'’élongation et la morphologie de la touffe
ciliaire a l'apex de la CC, la mutation de Gpsm2 ou Gnai sont aussi en lien avec une altération
synaptique a la base de la CCI. Les travaux du Dr Dulon en 2018 démontrent que la Clarin-1 est
essentielle a la fois a 'apex de la CCl, pour la morphologie et la maintenance de la touffe ciliaire,
mais aussi a la base de la CCl au cours du développement des synapses a ruban. Dans ces
travaux, il démontre que l'injection intra-cochléaire par la fenétre ronde entre P1 et P3 d’un virus
(sérotype AAV2/8) codant pour la Clarin-1 chez des souris mutées pour la Clarin-1 permet une
amélioration de la fonction auditive en limitant les défauts morphologiques de la touffe ciliaire ainsi
que les défauts synaptiques (Dulon et al., 2018). Au vu de ces résultats, on peut penser que
l'injection virale intracochléaire reste une excellente technique pour une restauration de la fonction
auditive chez les souris Gpsm2™9" par restauration de la longueur des stéréocils mais aussi en

limitant les défauts synaptiques.

Cependant, on sait que la mise en place de la touffe ciliaire ainsi que les connections
synaptiques sont déja établies a la naissance chez la souris et se développent pendant les deux
premiéres semaines post-natales. On peut donc penser qu’une injection virale post-natale ne
permette pas une restauration totale du phénotype car les défauts induits par 'absence de cette
protéine seraient déja établis. Dans le cas ou aucune amélioration du phénotype n’est observée
lors d’'une injection virale post-natale, on peut penser que cette injection est trop tardive pour avoir
une restauration totale du phénotype. Il serait donc intéressant de tester si une infection virale in
utero aurait la capacité d’induire une meilleure restauration du phénotype (Bedrosian et al., 2006;
Wang et al., 2012b).

Bien que les deux techniques d’infection (in utero et post-natale) soient réalisées chez la
souris, il est encore difficile d’envisager cette technique chez 'homme. L’'une des grandes
difficultés pour traiter cet organe est son accessibilité. Toutefois, bien que ce soit aussi un obstacle
pour I'ceil, de nombreux essais cliniques utilisant des AAV ont débuté chez 'homme (Trapani and
Auricchio, 2018). Ces données laissent donc de I'espoir pour voir un jour une régénération de

I'audition par injection virale.
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B. Gpsm2 : une protéine importante dans la maturation du systéme nerveux central
1. Gpsm2 affecte la neurogénése et la motilité neuronale

Gpsm2 est enrichie dans la zone de génération des progéniteurs neuronaux (VZ) et est
connue pour son réle au cours de la neurogénése (Konno et al., 2008). L’absence de Gpsm2
conduit a une perturbation de l'orientation du fuseau mitotique de division des progéniteurs
neuronaux engendrant une différentiation précoce et un épuisement prématuré des progéniteurs
apicaux. Aucune anomalie morphologique du cortex n’avait été observée chez ce mutant par le
Dr Konno (Konno et al., 2008). Notre propre analyse morphologique du cerveau des souris

2me1

Gpsm révéle une hypoplasie du corps calleux, un des phénotypes systématiquement
retrouvés chez les patients atteints du CMCS. Cette malformation peut avoir au moins deux
origines : (1) une perturbation du nombre de progéniteurs neuronaux et/ou (2) un défaut de
I’élongation et du guidage axonal qui sont tous les deux des mécanismes dépendants du
cytosquelette d’actine et de tubuline. La projection des axones commissuraux sur ’lhémisphére
controlatéral est possible grace au déplacement du céne de croissance riche en actine. Nous
avons donc dans un premier temps analysé I'impact de la mutation de Gpsm2 sur la motilité du
cbne de croissance. Notre analyse in vitro révele une diminution de la vitesse ainsi qu’'une
augmentation du nombre de pauses du céne de croissance. Ce phénotype ne semble pas étre
dépendant du substrat sur lequel ces neurones sont cultivés. Par conséquent, les molécules
d’adhésions ne semblent pas participer au ralentissement du céne de croissance, qui serait di a
un phénoméne intrinséque au neurone. Ce phénotype pourrait étre expliqué par le fait que la
mutation de Gpsm2 conduit a une perturbation de la dynamique d’actine au sein de cette structure.
Ces anomalies seraient a I'origine de la réduction de la motilité du cone de croissance et donc a
I'origine de I'hypoplasie du corps calleux chez ce modéle murin mais aussi chez les patients
atteints du CMCS.

De fagon originale, nos travaux mettent donc en avant une base moléculaire commune,
composée des protéines du complexe Gpsm2/Gai3, expliquant a la fois les surdités et I'hypoplasie
du corps calleux. Comme le complexe Gpsm2/Gai3 participe aussi a la modulation du
cytosquelette d’actine dans les neurones, nous pouvons penser que ces protéines participent au
méme macrocomplexe présent au sommet des stéréocils avec les protéines du complexe de la
Myo15. En se basant sur des immunoprécipitations faites a partir de lysat hippocampique et
montrant une interaction entre Gpsm2 et la Whirlin, on peut penser que la Whirlin participe aussi

a ce mécanisme. Dans les neurones hippocampiques, la Myo10, homologue de la Myo15, joue
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un rble essentiel dans le développement neuronal en régulant des facteurs essentiels au
remodelage de I'actine (Lin et al., 2013). On peut donc penser que la Myo10 aussi puisse former
un complexe avec Gpsm2, Gai3 et la Whirlin dans les neurones. Toutefois, nous avons découvert
par western blot sur tissu hippocampique frais que la Myo15 était aussi exprimée au niveau
cérébral (donnée non montrée). On peut donc penser que le complexe Gpsm2/Gai3 peut
également interagir avec le complexe de la Myo15 au niveau cérébral. Ce macrocomplexe pourrait
alors jouer sa fonction sur la modulation de la dynamique du cytosquelette d’actine dans cette

structure de fagon similaire aux stéréocils.

Bien que nous ayons une base moléculaire pour les hypoplasies du corps calleux, nous
restons sans réponse pour l'origine d’autres anomalies cérébrales présentes chez les patients
atteints du CMCS. Dans le cas des hétérotopies ou des polymicrogyries l'origine peut étre
commune et peut étre expliquée par une perturbation de la neurogénese, de la migration
neuronale ou de ces deux parametres combinés (Buchsbaum and Cappello, 2019b). Pour
déterminer si Gpsm2 joue aussi un réle au cours de la migration neuronale, nous avons choisi
d'utiliser la technique de I'électroporation in utero. A long terme, grace a cette technique, notre
objectif sera d’analyser linfluence de la surexpression de Gpsm2 (Gpsm2™) et d’une forme
tronquée de cette protéine (Gpsm2~®'®%), qui correspond a une des formes engendrant les
anomalies cérébrales les plus séveres, sur la migration neuronale chez les patients atteints du
CMCS (tableau 2). Sachant que la migration neuronale est un mécanisme dépendant du
cytosquelette d’actine et de tubuline et que Gpsm2 influence ces parameétres, nous nous

attendons a ce que la surexpression de Gpsm2™ ou Gpsm2~®8%

perturbe la migration neuronale
au niveau cortical. Aprés avoir mis au point cette technique, notre premiére expérience (n=1)
suggére que Gpsm2™ favoriserait la migration neuronale (annexe — figure 35). Cependant, avec
une seule expérience il n'est pas possible de conclure sur ce résultat. Dans la continuité de ce
projet, cette expérience sera réitérée et des électroporations avec une forme tronquée de
2R318X

Gpsm seront aussi réalisées. Si notre hypothése est validée, ces résultats originaux nous
permettraient de mettre en évidence une nouvelle fonction de Gpsm2 dans la migration neuronale
pouvant expliquer les hétérotopies ou les polymicrogyries retrouvées chez les patients atteints du

CMCS.
2. Gpsma2 et troubles cognitifs

Si on analyse de plus prés les différents cas cliniques décrivant les phénotypes des patients

atteints du CMCS, on constate en plus des surdités et des anomalies cérébrales un panel de
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troubles cognitifs (tableau 2). Un trouble cognitif est défini comme un trouble mental qui altére la
mémoire, la perception et la réflexion. On peut donc émettre I'hypothése que les différentes
mutations de Gpsm?2 retrouvées chez les patients atteints du CMCS affectent différemment le
développement cérébral a I'origine des troubles cognitifs variables retrouvés chez ces patients.
Afin de déterminer la présence de troubles cognitifs chez les souris Gpsm25™' des tests
comportementaux sont a prévoir. Nos données préliminaires suggérent un probléme de sociabilité
chez les souris Gpsm25™" (annexe figure 36). Cependant, afin de conclure sur ces phénotypes,

des expériences complémentaires sont prévues dans la suite de ce projet.

Il est a noter qu’une étude de 2005 a démontré un role de Gpsm2 sur la régulation du nombre
de récépteurs NMDA (NMDAR) a la synapse. En particulier, 'absence de Gpsm2 réduit le nombre
de NMDAR dans I'épine dendritique des neurones hippocampiques en culture (Sans et al., 2005).
Le mécanisme moléculaire avancé a I'époque était une interaction directe de SAP102 (DIg3) avec
Gpsm2 (mPins) qui participe au ciblage des NMDAR a la synapse. |l est intéressant de noter que
le Dr Gegg a observé une distribution asymétrique en croissant et distale de DIg3-Venus, dans la
méme région que Gpsm2 (Gegg et al., 2014). Ce qui suggére que l'interaction Gpsm2-DIg3 est

un membre du complexe protéique modulant la polarité/morphogénése des CC.
C. Le complexe Crumbs et le systéeme auditif
1. Un complexe Crumbs3/Pals1/Mpdz a la surface apicale de la CC ?

Nos résultats mettent en évidence qu’a la naissance la protéine Crumbs3 est exprimée de
facon homogeéne a la surface apicale de la CC. L’analyse a la naissance de I'épithélium auditif
des quelques souris mutées pour Crumbs3 (Crumbs3 KO), obtenues via le Dr Margolis (Université
du Michigan, USA), met en évidence des anomalies structurelles de I'épithélium caractérisées par
des défauts morphologiques et de cohésion des touffes ciliaires, similaires a la mutation de
Gpsm2 et Gnai3. De plus, chez ces souris transgéniques, le profil d’expression de Gai3 a la

surface apicale est perturbé.

L’interacteur classique de Crumbs3, Pals1, posséde le méme profil d’expression que
Gpsm2/Gai3, un profil en croissant asymétrique et distal. Nous avons confirmé une co-localisation
entre Pals1 et Gai3 ainsi qu’avec Gpsm2 dans les CC (donnée non montrée). Cette localisation
asymetrique originale de Pals1 ne corréle pas avec I'expression d’'un de ses interacteurs
classiques, Patj. Celui-ci semble en effet présent a la surface apicale des CS et a leurs jonctions.

Nous ne pouvons pas pour le moment exclure sa présence a la jonction des CC. Ce résultat
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original suggére que les CS possédent un complexe moléculaire différent des CC, que nous
souhaitons analyser dans le futur. En revanche, Mpdz/Mupp1, un homologue de Patj chez les
mammiféres, est enrichie dans les CC. Plus précisément, cette protéine est exprimée de facon
asymeétrique au plle distal a la surface apicale des CC de fagon similaire aux protéines du
complexe Gpsm2/Gai3, mais elle est aussi exprimée au niveau des jonctions cellules-cellules.
Nous observons également un marquage plus faible au niveau proximal a la surface apicale de
la CC, qui ressemble a celui de Par6/aPKC (Ezan et al., 2013).

Nos résultats préliminaires suggérent que Mpdz est a la surface des CC et pas des CS, et
que Patj est a la surface des CS mais pas des CC. Pour le moment, il nous est impossible de
conclure quant a la présence des deux protéines aux TJ. A savoir : est-ce que Patj est présent

uniquement aux TJ des CS et Mpdz uniquement aux TJ des CC, ou aux deux.

Nous devons encore évaluer le profil d’expression spatio-temporel de Mpdz et des protéines
du complexe Crumbs. Cette analyse nous permettra d’identifier quelle protéine est exprimée en
premier de fagcon asymétrique dans ce systéme. En effet, nous savons déja que Gai3 est exprimée
des E15,5 a la surface apicale des CC (Ezan et al., 2013). Cependant nous n’avons aucune
donnée pour les protéines du complexe Crumbs. Dans ce but, nous souhaitons réaliser des

immunomarquages de ces protéines dés E14,5.
2. La mutation de Mpdz/Mupp1 semble affecter la maturation des CC et leur fonction

L’analyse morphologique de I'épithélium auditif des souris mutées pour Mpdz (Mpdz ")
révéle un phénotype assez similaire a la mutation de génes codant pour des protéines apicales
des CC (Gpsm2, Gai et Daple), avec des touffes ciliaires malformées, souvent aplaties et parfois
fractionnées. Nos premiéres analyses immunocytochimiques suggérent une réduction de
lintensité de fluorescence de Gpsm2 et Gai3 a la surface apicale des CC dans les mutants
Mpdz ' De fagon surprenante, nous avons aussi observé (par deux fois) que I'absence de
Mpdz engendre une perte d’expression de Pals1 a la surface apicale de la CC. Cette donnée
suggére que Mpdz est essentielle a la localisation apicale de Pals1. Un résultat proche avait été
obtenu sur des cellules Caco?2 (cellules qui forment des TJ in vitro) par le groupe d’André Le Bivic
en 2005 (Michel et al., 2005). lls démontrent en particulier que dans ces cellules ou I'expression
de Patj est réduite (siRNA), Pals1 n'est plus associée aux TJ, suggérant que dans ce systéme
Patj régule le complexe Crumbs. Le méme groupe confirme que dans des cellules MCF10A
(cellules épithéliales mammaires humaines normales qui ne forment pas de TJ in vitro) un siRNA-

Patj affecte le taux de Pals1. Par contre, la méme étude montre qu’'un siRNA-Mpdz ne l'affecte
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pas. Il y a donc des différences fonctionnelles entre Patj et Mupp1, qui semblent dépendre du
contexte. Ainsi, les cellules MCF10A expriment a la fois Patj et Mpdz a leurs jonctions, permettant
une compensation protéique entre ces protéines dans ces cellules. Plus récemment, une étude
in vivo faite par le Dr Feldner en 2017 (notre collaborateur sur ce projet), montre une diminution
importante de I'expression de Pals1 au niveau des cellules épendymaires des souris mutées pour
Mpdz (Mpdz™). Etant donné le paralléle moléculaire entre les cellules épendymaires et les CC, ce
résultat est particuliérement intéressant et soutient nos propres résultats préliminaires (Feldner et
al., 2017b).

Nous avons identifié une interaction entre Pals1 et Gpsm2 dans des cellules hétérologues

(HEK293T) en surexpression. L’absence d’expression de Pals1 chez les mutants Mpdz ¢ ainsi
que cette nouvelle interaction pourraient expliquer la diminution de recrutement de Gpsm2 et Gai3

a la surface apicale de la CC.

L’analyse préliminaire de deux animaux Mpdz 9’

de la méme portée a P11 suggeére que
Mpdz n’est pas présente au sommet des stéréocils a ce stade plus tardif. En revanche, Mpdz
continue a étre exprimée de fagcon asymétrique a la surface apicale de la CC. Cette absence de
Mpdz au sommet des stéréocils — a confirmer - suggére que cette protéine n’est pas impliquée
dans leur élongation. L’analyse en microscopie confocale de la longueur des stéréocils entre une

souris controle et une souris Mpdz 9’

ne montre pas de différence a P11 (n=1). Chez les mémes
animaux, nous avons également observé que Gpsm2 est toujours exprimée au sommet de

stéréocils a P11 en absence de Mpdz.

Foxg!  des tests auditifs ont été

Afin de valider un déficit fonctionnel chez les souris Mpdz
réalisés a deux stades de développement : P21 et P50 (collaboration avec le groupe du Dr Dulon).
Grace a ces tests nous avons découvert que Mpdz est essentiel a la fonction auditive. En
particulier, nous observons une réduction du seuil auditif pour toutes les fréquences. De plus, ces
souris perdent aussi la fonction des CCE sur 'amplification des ondes sonores comme l'indiquent
les mesures des DPOAEs. Cependant, contrairement a la mutation de Gpsm2, celle de Mpdz ne
conduit pas a une surdité précoce mais progressive avec une élévation du seuil auditif plus
important a P50 par rapport a P21. Ces résultats sont cohérents avec deux études récentes
suggérant que Mpdz serait un nouveau gene de la surdité (Bowl et al., 2017; Shaheen et al.,

2017).

Nos résultats préliminaires suggérent que les déficits structurels apicaux de la CC sont a

Foxg1

I'origine des surdités chez les souris Mpdz . Cependant, 'augmentation de I'amplitude et du
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temps de latence de la premiére onde sur les ABR suggére également un déficit d’origine
synaptique. Cette hypothése est d’autant plus plausible que le Dr Krapivinsky en 2004 décrit le
complexe Mpdz / SynGAP (Synaptic - GTPase Activating Protein) / CamKIl (Ca2+ Calmodulin
dependante Kinase Il) comme étant indispensable a la régulation des AMPAR dans les synapses
hippocampiques (Krapivinsky et al., 2004). On peut donc penser que ce mécanisme indispensable
pour la fonction et I'architecture des synapses hippocampiques soit aussi valable au niveau des
synapses a ruban a la base de la CC. En effet, un défaut de régulation des AMPAR a la membrane
plasmique des synapses a ruban pourrait expliquer un défaut synaptique et par conséquent

participer a une surdité en absence de Mpdz.
D. Role de Mpdz au niveau cérébral

La mutation du géne Mpdz est a I'origine d’hydrocéphalies congénitales sévéeres (Al-Dosari
etal., 2013; Shaheen et al., 2017). La protéine Mpdz est exprimée dans les cellules épendymaires
(Sitek et al., 2003). Le Dr Feldner démontre que I'absence d’expression de cette protéine dans
ces cellules perturbe la stabilité de cet épithélium et conduit & une augmentation de la mort de
ces cellules, engendrant progressivement une sténose de I'aqueduc de Sylvius (Feldner et al.,
2017b). Le liquide céphalorachidien ne pouvant plus s’écouler s’accumule dans les ventricules
conduisant a une hydrocéphalie. Chez ces souris, I'hydrocéphalie commence a étre visible a partir
de P3 et s’aggrave progressivement jusqu'a la mort des animaux vers P21 (Feldner et al., 2017b).
Du fait de cette sévérité de phénotype, il est difficile de déterminer si la mutation de ce géne est
a lorigine d’autres anomalies cérébrales. Afin de le déterminer, nous avons commencé une

analyse structurale du cerveau de souris Mpdz=™’

qui n’expriment pas ce gene dans les cellules
épendymaires. Notre analyse suggere une hypoplasie du corps calleux (n=1). Des analyses

complémentaires sont a prévoir afin de valider ce phénotype, et d’autres.
E. Daple : le lien entre Gpsm2 et Mpdz ?

Au vu de nos résultats et de la littérature, un lien entre Mpdz et Gpsm2 semble inévitable. En
effet, 'absence de ces protéines sont connues pour : (1) jouer un réle sur la maturation apicale
et basale des CC, (2) étre indispensable a la fonction auditive et (3) induire des malformations
cérébrales (Al-Dosari et al., 2013; Chudley et al., 1997; Krapivinsky et al., 2004; Mauriac et al.,
2017; Sans et al., 2005).

Pour le moment, nous n'avons pas mis en évidence d’interaction directe entre ces deux

protéines et il est donc possible que les complexes soient liés par une protéine intermédiaire. La
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protéine Daple est un bon candidat pour ce lien. Des études récentes suggérent que Daple serait
un nouveau gene de la surdité (Bowl et al., 2017; Shaheen et al., 2017). Daple est exprimée de
fagon asymétrique a la surface apicale de la CC (Siletti et al., 2017) et la mutation de ce géne
conduit a une perturbation de I'architecture de I'épithélium auditif avec des touffes ciliaires mal
orientées, malformées, non cohésives et aplaties. L’ensemble de ces anomalies est similaire a
celles observées lors de la mutation de Gpsm2 ou Mpdz. De plus, Daple (aussi connue sous le
nom de HYC1 ou CCDC88c (Coiled-Coil Domain-Containing protein 88c), est a [l'origine
d’hydrocéphalies chez I’'homme, tout comme Gpsm2 et Mpdz (Drielsma et al., 2012; Shaheen et
al., 2017; Takagishi et al.,, 2017). De fagon intéressante, une interaction entre Daple et le
complexe Gpsm2/Gu i3 est suggérée par une expérience de double-hybride, mais non confirmée
(Siletti et al., 2017). Récemment, une interaction entre Daple et Gai3 in vitro dans des cellules
HEK293T a été démontrée par le Dr Marivin (Marivin et al., 2019). De plus, le Dr Bown suggeéere
que la mutation de Daple conduit a un déficit auditif dans les hautes fréquences, de fagon similaire
a la mutation de Gnai3 (Bowl et al., 2017; Mauriac et al., 2017). Cette donnée renforce 'idée d’une
intéraction entre Daple et Ga i3 dans les CC, qu'il serait intéressant d’étudier. Nous souhaitons
également valider une éventuelle interaction entre Daple et Gpsm2, mais aussi tester si une
interaction entre Mpdz et Daple existe. Par la suite, il serait intéressant d’analyser si I'expression
de Daple est perturbée chez les mutants Gpsm2 9" et Mpdz™9". Si ces interactions s’avérent
vraies, cette recherche aboutirait a la découverte d’'un nouveau complexe macromoléculaire

indispensable a la polarité des CC et a la fonction auditive.
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F. Conclusion générale

Notre étude a permis la découverte des bases moléculaires d’'une pathologie rare causée par
la mutation de GPSM2 : Le syndrome de Chudley McCullough (CMCS). La complexité et la
variabilité des phénotypes décrits chez ces patients pourraient étre expliquées par le réle
multifonctionnel du complexe Gpsm2/Gai3. Nous avons identifié une nouvelle fonction de Gpsm2
sur la modulation du cytosquelette d’actine qui serait a l'origine des surdités mais aussi de
I'hypoplasie du corps calleux décrites chez ces patients. Dans cette fonction, le complexe Gpsm2/
Gai3 forme un macrocomplexe avec les protéines du complexe Myo15 par le biais d’une

interaction avec la Whirlin (Mauriac et al., 2017).

De fagon originale dans ce systéme, nos données préliminaires suggérent un rble des
protéines Crumbs3/Pals1/Mpdz sur la maturité apicale et basale des CC. Dans ce but, ce
complexe formerait un macrocomplexe avec les protéines Gpms2 et Gai3 a la surface apicale de
la CC. Peu de choses sont encore connues sur ces bases moléculaires, mais au vu des similarités
de phénotypes aux niveaux auditif et cérébral, on peut penser que la protéine Daple s’ajouterait

a ce complexe (figure 32).

Complexe Protéine Com
plexe Complexe
Crumbs centralesdela - m2/Gaia  Myol5
PCP - S
Crumbs3 ] /Gai3 X Myo15
! Daple e
Pals1 « v Eps8
Mpdz - T Gpsm2 < Whirlin

«——» Interaction connue
<« |nteraction découverte aux cours de notre étude

» Interaction a déterminer

Figure 32 : Représentation schématique des interactions protéiques connues, découvertes et a
déterminer a la surface des CC
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Nom (Invertébrés) Nom (mammiféres)

Sub localisation
cellulaire

Expression dans

Phénotypes mutants

Références

Strabismus (Stbm)/
Van Gogh (Vang)

Van Gogh Like 1-2
(Vangl)

Transmembranaire

Phénotype PCP

Montcouquiol et al.
2003

I’épithélium Souris Mutantes
cochléaire
Loop tail (Lp/Lp) :
mutation spontanée
de Vangl2
Vangl1--

Phénotype PCP léger
comparé ala
mutation Vangl2Le/tp

Torban et al., 2008

Vangl2 KO (Vangl2
ATMs/ATMs)

Lethal
(Craniorachischisis) -
phénotype PCP

Copley et al., 2012,
Yin et al., 2012

Péle distal des CS
Vangl2 CKO (Pax2
cre)

Phénotype PCP
Gradient de sévérité
CCI<CCE1<CCE2<C

CE3 - Restauration du
phénotype en post
natal

Copley et al., 2012

Vang/ZLP/ATMS

Phénotype PCP plus
fort que le mutant
Vangl2 ATMs/ATMs (Effet
dominant négatif de la
mutation Lp)

Yin et al., 2012

Vangl1+-/ Vangl2+-
cKO

Sévere phénotype
PCP

Torban et al., 2008

Frizzled (Fz) Frizzled 1 a 10 (Fz)

Transmembranaire

Péle proximal de la

vl FZ3/ FZ67-

Phénotype PCP

Wang et al., 2006

Flamingo (Fmi) /
Starry night (Stan) Celser 1, 2 et 3

(Celsr)

Transmembranaire

spin cycle (Scy) et
crash (Crsh) :
Mutation spontanée
de Celsr1

Péle proximal et distal
delaCC

Phénotype PCP

Curtin et al., 2003

Celsr1 KO

Phénotype PCP

Ducan et al., 2017 ;

Dishevelled 1, 2 et 3

Dvi1--: Dvi2--:
Dvi3-- i Dvi1+-/ DvI3--

Orientation normale
des touffes ciliaires

5 : o Wang et al., 2005 ;
Dishevelled (Dsh) (©vl) Cytosolique Pole distal de la CC by jour./ pyjger- ; Etheridge et al., 2008
Dvi1+-/ DvI3-: Phénotype PCP
Dvi1+-/ Dvi2+-
Prickle (Tg:,[éfpmy leg Prickle like 1 a 4 (Pk) Cytosolique Non exprimée Mort embryonnaire - Deans et al., 2007
Phénotype PCP que
: N . en présence d’une
i . /- /- -
Diego (Dgo) Ankrdét / In\(ers1n / Cytosolique Pdle proximal de la  Ankrd6-- et Ankrd6--; mutation Jones et al., 2014
divertin cCc Vangi2+/p L,
hétérozygote de
Vangl2

Tableau 4 : Résumé des mutants murins possédant une mutation des génes centraux de la PCP et
de leurs phénotypes cochléaires.
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Figure 33 : Représentation schématique des différentes protéines du complexe HYC. Les fleches
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DsRed-Whirlin + - +
Gai3-YFP - + +

Anti-Whirlin

IP : GFP '
Anti-GFP

Input : Whirlin

Figure 34 : Interaction entre Gui3 et la Whirlin. Immunoprécipitation effectuée a partir de cellules
hétérologues HEK293T en surexpression.
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PEF1-GFP

Figure 35 : Surexpression de Gpsmz':L par électroporation in utero. Données préliminaires obtenues
correspondant a des coupes coronales de cortex a E17,5 de souris électroporées a E14,5 soit par un
plasmide contréle (pEF1-GFP) ou par un plasmide codant pour la forme entiére de Gpsm2 (Gpsm2F" :pEF1-
myc-Gpsm2™-GFP).
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Figure 36 : La mutation de Gpsm2 semble conduire a des troubles de la sociabilité. Le test de la boite
a trois compartiments suggére un déficit de sociabilité chez les souris GpstE’""1 par rapport aux souris
contréles. Les souris GpstE’"’” montrent le méme intérét pour I'object que pour une souris. Le code couleur
représente en bleu un temps d’'exploration faible de la souris alors qu’a l'inverse un temps d’exploration
important est représenté en rouge. S1 : Souris ; O : objet.
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Bases moléculaires de la physiopathologie de la voie de signalisation de la
polarité planaire dépendante des protéines Gi

La perte auditive est le trouble sensoriel le plus commun avec 40% des personnes de plus
de 65 ans affectées, entrainant, chez ces patients une dégradation de leur qualité de vie et un
isolement sociale. Les principales causes sont le vieillissement ou I'exposition au bruit, mais les
mutations génétiques sont aussi a Il'origine de déficits auditifs. Parmi ces surdités, le Syndrome
de Chudley McCullough (CMCS) est une maladie rare caractérisée par une surdité sévere et
précoce associée a des anomalies cérébrales (Chudley et al., 1997). Récemment, des mutations
du géne GPSM?2 (G protein signaling modulator 2) ont été décrites comme étant responsables de
cette pathologie sans que I'on en connaisse les mécanismes (Walsh et al., 2010). A l'aide d'un
modeéle d'étude murin de cette pathologie, nous avons identifié les bases moléculaires de la
pathologie ainsi qu’une nouvelle fonction moléculaire pour Gpsm2 sur la modulation du
cytosquelette d’actine. La perturbation de cette fonction affecte a la fois la maturation des cellules
auditives et la croissance des jeunes neurones, pouvant expliquer les surdités et I'hypoplasie du
corps calleux décrits chez ces patients (Mauriac et al., 2017). De plus, nous avons identifié les
partenaires de Gpsmz2, les protéines Gai, comme indispensables a la fonction auditive (Beer-
Hammer et al., 2018). Au niveau moléculaire, nous avons découvert une nouvelle interaction de
Gpsm2 avec une protéine essentielle a la maturation des cellules auditives et impliquées dans les
surdités de type Usher, la Whirlin.

Par conséquent, notre étude a permis de clarifier I'étiologie du CMCS et de montrer que
sa complexité et son aspect multisyndromique sont dus au réle multifonctionnel du complexe
Gpsm2/Gai non seulement sur la dynamique de la tubuline dans des cellules en prolifération et
en post-mitotiques (Ezan et al., 2013), mais aussi sur la dynamique d’actine (Mauriac et al., 2017).

Mots clés : Polarité, Gpsm2, Cytosquelette, pathologie rare, cochlée, corps calleux.

Molecular basis of the physiopathology of the planar cell polarity signaling
pathway depending on Gi proteins

Hearing loss is the most common sensory disorder, affecting 40% of people over 65 years
old, leading for these patients, to the deterioration of their quality of life and to their social isolation.
The main causes are aging or exposure to noise. However, many genes can also cause deafness.
Among these deafnesses, the Chudley McCullough Syndrome (CMCS) is a rare disease
characterized by severe and early deafness associated with brain abnormalities (Chudley et al.,
1997). Recently, mutations in the GPSM2 (G protein signaling modulator 2) gene were found to
be causative of this pathology, but the molecular basis were unknown (Walsh et al., 2010). Using
a murine model of this pathology, we identified the molecular basis of this pathology as well as a
new molecular function for Gpsm2 on the modulation of actin cytoskeleton. The disruption of this
function leads to defect of the maturation of auditory hair cells and the reduction of the outgrowth
of young neurons which may explain the deafness and the hypoplasia of the corpus callosum
described in these patients (Mauriac et al., 2017). In addition, we identified partners of Gpsm2,
Gai proteins, as essential for auditory function (Beer-Hammer et al., 2018). At the molecular level,
we have discovered a new interaction of Gpsm2 with a protein essential for the maturation of
auditory cells and involved in Usher type deafness, Whirlin.

Therefore, our study clarified the etiology of CMCS and show that the complexity and
multisyndromic aspect of this pathology is due to the multifunctional role of the complex
Gpsm2/Gai not only on tubulin dynamics in proliferating cells and post-mitotic cells (Ezan et al.,
2013), but also on actin dynamics (Mauriac et al., 2017).

Keywords : Polarity, Gpsm2, cytoskeleton, rare disease, cochlea, corpus callosum.
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