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Résumé

Les troubles auditifs représentent un probleme majeur de santé publique. La France compte plus de 8
millions de personnes souffrant d’une surdité modérée, sévere ou profonde. Selon I’endroit de la 1ésion,
on distingue deux types de déficiences auditives : la surdité de transmission, liée a une affection de
I’oreille externe ou moyenne, et la surdité de perception (ou neurosensorielle), en général liée a une
atteinte de ’oreille interne. Sur le plan physiopathologique, la plupart des surdités neurosensorielles
résulte d’une perte de cellules ciliées (CC), cellules responsables de la mécano-transduction des sons.
Chez les mammiferes, ce processus est malheureusement irréversible. Le développement de la thérapie
cellulaire a fait naitre de nouveaux espoirs pour le traitement des surdités neurosensorielles. Les cellules
souches d’origine embryonnaire ou adulte seraient capables de se différencier in vitro en progéniteurs
otiques et de restaurer partiellement les fonctions auditives in vivo apres transplantation. Cependant, les
protocoles de différenciation in vitro des CC a partir de cellules souches sont insatisfaisants, et les
signaux qui controlent ce phénomene restent mal connus.

Ainsi, I’objectif de ce travail de these était d’étudier in vitro la différenciation des CC & partir de cellules
souches pluripotentes induites humaines (hiPSC). Nous nous sommes intéressés a deux voies de
signalisation majeures impliquées dans le développement de 1’ oreille interne in vivo, la voie Notch et la
voie Wnt. Dans une premiere partie, nous avons montré que I’inhibition tardive de la voie Notch favorise
la différenciation des hiPSC en CC. Dans une seconde partie, nous avons étudié le role de la voie Wnt
dans la différenciation des hiPSC en cellules otiques. Nos résultats indiquent que l'inhibition de la voie
Wnt durant la premiere phase d’induction favorise 1'expression des marqueurs de la placode otique et
initie la spécification des CC.

Les travaux présentés dans cette these améliorent ainsi les protocoles de différenciation des hiPSC et
suggerent que ce type de cellules serait parfaitement adapté pour traiter les surdités neurosensorielles.

Mots clés : surdité neurosensorielle, hiPSC, différenciation otique, progéniteurs otique, cellules ciliées.

Abstract

Hearing impairments are a major public health problem. In France, over 8 million people suffer from
moderate or profound deafness. Depending on the location of the lesion, we distinguish two types of
hearing loss: conductive hearing loss, related to an affection of the outer or middle ear, and neurosensory
hearing loss, often associated to inner ear disorders and degeneration of hair cells (HCs), highly
specialized cells responsible for the perception of sounds. Unfortunately, this process is irreversible in
mammals. Currently, no curative treatment allows these cells to regenerate. For this reason, the
development of cell therapy arose new hopes for the treatment of neurosensory hearing loss. Stem cells,
either of embryonic or adult origin, seem able to differentiate in vitro into otic progenitors and to
partially restore auditory functions in vivo. However, current protocols for in vitro differentiation of
stem cells into HCs are unsatisfactory, and the signals that control this phenomenon remain poorly
understood. Thus, the objective of this thesis was to study in vitro HC differentiation from human
induced pluripotent stem cells (hiPSCs). We were particularly interested in two major signaling
pathways involved in vivo in inner ear development, the Notch and Wnt signaling pathways.

In a first part, we demonstrated that Notch inhibition during late otic differentiation enhances hiPSC
differentiation into hair cell-like cells. In a second part, we studied the role of the Wnt signaling pathway
during otic induction and HC specification. Our results indicate that Wnt inhibition during early otic
induction promotes the expression of otic placode markers and initiate HC specification. The work
presented here thus propose improved protocols to obtain HCs from hiPSCs, and suggest that this cell
type is perfectly adapted for the treatment of neurosensory hearing loss.

Key words: neurosensory hearing loss, hiPSCs, otic differentiation, otic progenitors, hair cells.
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AVANT PROPOS




“When you lose your vision, you lose contact with things; when you lose your

hearing, you lose contact with people.” Helen Keller, conférenciére et militante
politique américaine, bien qu'elle soit aveugle et sourde depuis I’enfance, elle fut la premiere

personne handicapée a obtenir un diplome universitaire

Alors que I'on trouve insupportable la perte de vision qui rend la lecture difficile, qu’en
est-il de la perte de 1'audition qui nous coupe du monde, qui nous prive de la conversation avec
nos proches, du chant des oiseaux et de tant de sources d'émotion ou de plaisir, qu'il s'agisse de
mots d'amour ou de magnifiques symphonies ? Contrairement aux autres sens, 1’ouie est un
sens tres privilégié, puisque c’est le premier sens qu’on développe avant méme la naissance et
une fois né, il constitue la base de nos interactions avec notre environnement. Un déséquilibre
au niveau du systeme auditif affectera directement notre vie. Par exemple, certaines personnes
peuvent avoir un odorat ou un toucher inexistant ou extrémement diminué, et peuvent vivre en
toute autonomie sans que cela soit un handicap important dans leur vie, certaines personnes ne
s’en apercoivent méme pas (on parle alors d’anosognosie). Cependant, on ne peut perdre 1’ouie
sans s’en apercevoir ou sans que son environnement s’en apercoive. Un déséquilibre au niveau

du systeme auditif affectera directement notre vie.

L’audition constitue une partie intégrante de notre vie et a tout instant on peut constater
son utilité. Chez les animaux par exemples, l'audition est essentielle dans de nombreux
comportements : défense, alimentation, sexualité. Chez certaines especes, le sens de 1’ouie est
tres développé, comme chez la chouette, qui est particulierement habile a localiser des sons tres
faible pour trouver sa proie pendant la nuit, ou chez la chauve-souris, qui posséde un systeme
auditif tout a fait original lui permettant de repérer sa proie par écholocalisation. De la méme
facon, chez 'homme, l'audition s’est développée au-dela des simples fonctions utilitaires de
communications et de survie. Avec le développement du langage oral, I'audition est devenue
un pilier de la communication entre les individus, des interactions sociales et joue également

un role important dans la perception de 1’espace.

Certains facteurs, d’origine génétique ou environnementale, peuvent diminuer cette
aptitude et nuire au bon fonctionnement du systeme auditif. Ainsi, ’homme devient
malentendant ou sourd dans les cas les plus extrémes. Depuis de nombreuses années, la perte
de D'audition a suscité un grand intérét des chercheurs, pour comprendre les bases
physiopathologiques responsables des différentes formes de surdité et leur trouver des remedes.

Grace au progres des techniques de biologie moléculaire, plusieurs travaux de séquencage du



génome de familles malentendantes ont montré I’implication de la composante génétique dans

la survenue de la surdité héritée des parents.

Sur le plan physiopathologique, dans la plupart des cas, la diminution de I’acuité
auditive serait directement liée a I’intégrité des cellules ciliées (CC). Situées au niveau de la
cochlée de I’oreille interne, dans les conditions normales, ces cellules sont responsables de la
mécanotransduction des sons vers le cerveau. La gravité de la perte auditive dépend du nombre
de CC endommagées, qui peuvent dégénérer partiellement ou totalement et donner lieu a une
surdité neurosensorielle modérée ou profonde. Chez les mammiferes, ce processus est

malheureusement irréversible.

De nos jours, malgré les efforts investis dans 1’étude des différentes formes de surdité,
le nombre de personnes qui en souffrent ne cesse d’augmenter. Selon 1’organisation mondiale
de la santé (OMS), aujourd’hui 360 millions de personnes dans le monde souffrent d’une perte
auditive incapacitante. D’ici 2050, il prévoit que plus d’un milliard de personnes seront en
situation de déficience auditive. Cela est principalement dii a I’absence d’un traitement curatif,
permettant de remplacer les cellules perdues. A 1’heure actuelle, les différents traitements
prescrits sont basés sur I’utilisation d’appareils auditifs : des protheses ayant un rdle dans
I’amplification du son ou des implants cochléaires capables de transformer le son en signal
électrique et de I’envoyer au nerf auditif. Ce type de traitement est utilisé en fonction de
I’étiologie de la surdité et son retentissement. Il optimise la fonction auditive et améliore la
qualité de vie des patients mais il ne restitue a aucun moment le parfait fonctionnement de

I’oreille.

Toutes ces données font d’ores et déja de la perte auditive un enjeu majeur de santé
publique, qui a suscit¢ la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques basées
principalement sur la thérapie génique et la thérapie cellulaire. Dans ce travail, nous nous

sommes intéressés plus particuliecrement au deuxieme type de thérapie, la thérapie cellulaire.

Cette nouvelle approche consiste soit a remplacer les cellules mortes grace a des cellules
capables de se différencier en cellules appropriées, soit a favoriser la régénération du tissu en
améliorant I’environnement des cellules épargnées. L’ espoir suscité par la perspective d’utiliser
les cellules souches pour traiter les surdités neurosensorielles a fait naitre un domaine de
recherche en perpétuelle évolution. Des recherches intensives a travers le monde cherchent a

identifier I’approche et le candidat cellulaire idéal pour régénérer les CC. Ainsi, de nombreuses



études ont montré que des cellules souches, d’origine embryonnaire ou adultes, sont capables
de se différencier en CC in vitro, et que leur greffe in vivo favorise la régénération des CC
endommagées et une récupération partielle de la fonction auditive. Mon travail de thése
s’inscrit dans le cadre de ces recherches et fait partie du projet européen OTOSTEM, qui
vise a découvrir et a caractériser des types de cellules souches alternatifs adaptés a la
thérapie cellulaire pour la surdité neurosensorielle. Ma mission était d’étudier le potentiel
de différenciation des cellules souches pluripotentes induites humaines (hiPSC) en progéniteurs
otiques. Le but de mon travail était de faire proliférer in vitro et se différencier des hiPSC en
lignage otique, en agissant sur certaines voies de signalisation impliquées dans le
développement de I’oreille interne in vivo. Ainsi, je devais développer un protocole fiable et

efficace permettant de générer un nombre important de progéniteurs otiques a partir des hiPSC.

Le premier chapitre de cette these sera composé d’une introduction générale qui
introduira les termes généraux et apportera de bréves syntheses sur les thématiques suivantes :
le systeme auditif, les voies de signalisations, les cellules souches, la régénération dans

Poreille. Il développera ainsi le contexte dans lequel s’inscrit ce travail de recherche.

Le second chapitre sera consacré a mes résultats de recherche, présentés sous forme de

deux articles scientifiques, précédés par une présentation de leurs objectifs :

1. Modulation of Notch pathway enhances inner ear otic sensory cell differentiation
Jrom human Induced Pluripotent Stem Cells
2. Modulating FGF, TGF-f and WNT signaling pathways to differentiate human

induced pluripotent stem cell into hair cell-like cells.

Le dernier chapitre me permettra de discuter les résultats obtenus en les mettant en
perspective, les uns par rapport aux autres mais également en les confrontant aux données
bibliographiques. Je discuterai ensuite des perspectives ouvertes par ce travail, en présentant

des études complémentaires auxquelles j’ai participé.



INTRODUCTION



1. Anatomie et physiologie du systeme auditif

Le récepteur auditif, communément connu sous le nom d’oreille, est composé de plusieurs
structures que 1’on divise en 3 parties : 1’oreille externe, I’oreille moyenne et 1’oreille interne
(Figure 1). Cette distinction se fait sur la base du mode de transmission et de cheminement des
ondes sonores depuis I’oreille externe, jusqu’a perception au niveau du cerveau (Francis, 2013).

Figure 1: Schéma illustrant ’anatomie de I’oreille humaine
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L’oreille se divise en trois parties. L’oreille externe comprend le pavillon, qui capte le son et ’envoie a
I’oreille moyenne via le canal auditif externe. L’oreille moyenne, composée de la membrane tympanique
et des osselets, assure la transmission mécanique des ondes sonores jusqu’a I’oreille interne. Celle-ci se
compose principalement du vestibule, organe de 1’équilibre, et de la cochlée, organe de I’audition. Photos

tirée de http://www.toutsurloreille.fr/tout-savoir-sur-loreille/lanatomie/

1.1. L'oreille externe

Cette partie visible de I’oreille comprend deux parties : le pavillon et le conduit auditif
externe. Le pavillon a une forme spécifique, qui ressemble a un entonnoir, permettant de capter
et canaliser le son a I’intérieur de la téte via le conduit auditif. Le pavillon représente aussi une
protection physique pour le reste de 1’oreille. Chez ’homme, cette partie de 1’OE est plus ou

moins fixe, contrairement a certaines especes animales, comme le chat et le cheval, qui ont la


http://www.toutsurloreille.fr/tout-savoir-sur-loreille/lanatomie/

capacité d’exercer un contrdle sur la position du pavillon et de pouvoir I'orienteav®rgde

du son.

1.2. L'oreille moyenne

L’ oreille moyenne @M) se compose principalement du tymppatite caité creusée
dans l'os temporal. Cette cavité est te@rte d'une muqueusermée detrois petits os : le
marteau, I'enclume et I'étrieles 3 plus petit osdu corps,connus sous le nom dghaine
ossiculaire La membrane du tympan sépare l'oreille moyenneahduit auditif externe, elle
joue le réle d'intermédiaire dangitaitement de I'onde sonore. templexe tympanassiculaire
est un véritable systeme d’amplification du son, elle responsable déamplification de
l'intensité des ondes sonores amiv@de l'oreille externeet deleur transformatioren vibrations
mécaniques guseront envoyées aofeille interne (OI) L'OM commurnque avec 'Ol via deux
ouvertures la fenétre ronde et la fenétre ovdlle communique également avec le pharynx par

la trompe d’Eustache.

1.3. L'oreille interne

L'Ol constitue le siege de la transduction des ondes sondiesse formée de deux
partiesstructurelles unepartie osseusgure de protection nommedabyrinthe osseux et une
partie molle sensorielle appelééalyrinthe membraneux. Chaque labyrinthe comprend trois
compartimentsemplies de périlymphe et qui communiquent eatre: le vestibule, les canaux
semicirculaires et la cochléeSur le plan fonctionnel, l'oreille interne est formée de deux
organes le vestibuleorgane de I'équilibreet la cochlégorgane de I'ouie. Ces deux organes
la méme origine embryonnairda vésitle otique Ainsi, ils partagent plusieurs propriétés
morphologiques et physiologigue®mme le liguide endolymphatique présent dans le labyrinthe
membraneux, et les cellules ciliégsi assurent la Btanotransduction des sol&ns ce rapport,
nous noussommes intéressés plus particulierement a la cochléesa dehysiologie asa
physiopathologie. Nousavronsdans ce chapitre comment un si petit organe as$uree facon
fascinante)'une des pluscomplexes fonctionsa savoirle sens de l'ouie. Noysrésenterons
d’abord la cochlée, son anatorai@si que son originguis nous évoquerons les différents types
de pathologies qui résultent en cas de dysfonctionnement (Coyne, 1876; Francis, 2013).

1.3.1. La cochlée

La cochléeappelée aussilimacon» correspond a la partie auditive de l'oreille interne

c’est elle qui assure teansformation de I'information sonore mécanique en influx nerv@oez



I’homme, elle mesure environ 32 mm de long pour un diametre de 2 mm. A la base de la cochlée
se trouvent deux trous recouverts d’'une membrane : la fenétre ovale, située sous la partie plate
de I’étrier, et la fenétre ronde. Ces deux fenétres assurent la communication entre I’OM et I’OL
Morphologiquement, la cochlée se présente sous forme de spirale, comme une coquille

d’escargot, enroulée sur deux tours et demi autour d’une structure conique nommeée le modiolus.

L’intérieur de la spire se divise en trois tubes : le canal cochléaire, qui contient I’organe
de Corti, rempli d’endolymphe, la rampe vestibulaire au-dessus, et la rampe tympanique au-
dessous, ces deux rampes contenant de la périlymphe (Figure 2). Le canal cochléaire est isolé de
la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner et séparé de la rampe tympanique par la
membrane basilaire. L’organe de Corti repose sur cette membrane basilaire et ses cellules sont

recouvertes par la membrane tectoriale (Larsen et al., 2017).

Figure 2: Coupe transversale de la cochlée.

(A gauche) Cochlée d’un feetus humain de 5 mois, la capsule otique a été enlevée, découvrant les
2,5 tours de spire du labyrinthe. Les fleches indiquent la fenétre ronde (fleche jaune) et ovale
(fleche bleue), échelle = 0.5 mm. (A droite) Section schématisé de 1'enroulement du canal
cochléaire (1) contenant l'endolymphe, et celui des rampes vestibulaire (2) et tympanique (3)
contenant la périlymphe. La fleche rouge vient de la fenétre ovale et la bleue aboutit a la fenétre
ronde. Au centre (modiolus), le ganglion spiral (4) et les fibres du nerf cochléaire (5) apparaissent
en jaune (http://www.neuroreille.com).

1.3.2. L’organe de Corti

Alfonso Giacomo Gaspare Corti, chirurgien et scientifique italien du XIXeme siecle, fut
I'un des premiers anatomistes a faire une description détaillée de cet organe qui porte désormais
son nom. L’organe de Corti est composé principalement de cellules sensorielles appelées cellules

ciliées (CC), des piliers de Corti, cellules rigides dressées de part et d’autre de I’organe de Corti,



et descellules de soutiegui en forment la trame.’ observationen surface déépithélium
cochléaire au microscopdectronique a balayagedique la présence de deux types de CC bien
organisées les cellules ciliées internes (CCIl), disposées en un seul rang, et léssogllges
externes (CCE) disposg en trois rangées leur baseelles reposent fermement sur des cellules
de soutien, ou cellules de Deiters, qui forment un siege sans les erntesr€Csontsituées de
part et d'autre du tunnel de CoRidures 3et 4). Ellessont enserrées entre la membrane basilaire
et une couche de tissu appelée lame réticulaire. A la surface des CC se dresseébdds, stér
chague CC portantenviron 100 stéréocildisposeés de fagon plus ou moins linéaire sur les CCl et
sous forme de V sues CCE Les stéréocilsonstituent le siege de la mécanotransduction; c'est
a-dire de la transformation de la vibration sonore qui se pragrageessage nerveux interprétable

par le cerveau.

Avant d’atteindre le systéme nerveux central, les ondes sonores se propagent& lon
la membrane basilaire de la cochiieela base vs I'apex, selon leur fréquenc&vec les hautes
fréquencs, la membrane basilaire étant plus rigide a la babe vibre considérablement en
dépensant beaucoup d’énergie, et 'onde ne se propage pas tres loin. En revanche, des ondes
basse fréquence se propagent jusqu’a I'apex de la membrane avant queétamutge soit
épuisée. La représentation topographique daguénce sur la membrane basilair@ppelée
tonotopie cochléaire, expligue que la membrane basilaire présente un maximasaorgence,
se déplacant de la base vers I'apex de la cochlée au fur et @ mesure que la fréquence du son
diminue.Cdaa été démonérgrace aux travaux du biophysicien américaonagrois Goeorg von
Bekesy(Prix Nobel de physiologie et de médecine en 13fiii)ont permis de mieux comprendre

la sensibilité au son de la membrane basimn Bekesy, 1960).
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Figure 3: Observation au microscope électronique a balayage de I’épithélium cochléaire
d’un rat adulte

(A) Vue de surface des cellules ciliées internes (rangée du haut) et des cellules ciliées externes (3
rangées du bas) séparées par les piliers. Echelle : 15 um. (B) Coupe transversale de I’organe de
Corti : on peut distinguer les cellules ciliées internes (CCI) et externes (CCE) et les cellules de
soutien ou de Deiters (CS). On peut également voir la membrane basilaire (MB), la membrane
tectoriale (MT) et les neurones ganglionnaires (NG). (Lenoir et al., 1987)
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Figure 4: Schéma représentant 1'organe de Corti en coupe transversale
La membrane basilaire est la base des tissus qui contient a la fois les cellules ciliées internes et

les cellules ciliées externes ainsi que les piliers de Corti. La membrane tectoriale recouvre les
stéréocils des CC.
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1.4. Physiologie du systéme auditif

Les différentes structures du systeme auditif décrites précédemment couemtni
entre elles d’'une facon permanente afin d’assurer lddratiomement du systeme auditif et
par conséquence la perception des sGapheénomensedéroulesur plusieurgtapes déedes
dans cette partiFigure 5). Le traitement des sons commence au niveau de ODZdbord, le
son produit par la variation perceptible de la pression ded&icaptépar le pavillonpuis
envoyéevers I'OM via le conduit auditif externe. Arrivé au niveau du tympan, le son se
transforme en énergie mécanique qui fait vibrer la membrane tympaniquegosséletd.a
vibration de ces derniers engendre a son tour des variations de pression dans les fluides
remplissant la cochlée ou sidgegane de Corti. Ces mouvements liquidiens stimulent les CC
qui, elles génerent une impulsion électrique. Cette impulsion parcourt le nerf auditif, puis
montevia lesvoies auditivepour atteindre lecortex auditif ducerveauC'est a ce niveau que
les vibrations sont finalement reconnues et pergcues comme des sons. Ce processiust se pr

des milliers de fois tous les jours en une fraction de seconde.
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Figure 5: Schéma de la propagation du son depuis 1'oreille externe jusqu'au cerveau

Stimulus externe, les ondes sonores sont captées par le pavillon (1) puis transmises a I’OM (2) via le conduit auditif (CA). Arrivées au niveau de
la membrane tympanique, les ondes font vibrer les osselets et les fluides de la cochlée puis activent les cellules ciliées. Ces dernieres sont
responsables de la mécanotransduction des sons et assurent leur propagation sur la membrane basilaire de la base vers 1’apex selon leur fréquence
(3). Cette information électrique est ensuite acheminée par les fibres et envoyée via le nerf auditif au cerveau, qui I’interprete (4).
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2. Développement dikoreille interne

L’oreille interne existe chez tous les mides; son histoire remonte aux gnathostomes,
il y a plus de 444 millions d’annéessa fonction initiale était surtout liée a la perception des
mouvements de I'animaDifférentes études de phylogenésentrent qlau fil de I'évolution
I’Ol s’est profondémentléveloppée elle est passée d’'un simple organe statoustique chez
les vertébrés inférieurs a un organe complexesogdistiqué chez les mammifer@lack,
1993; Gayon and Ricqglés (de), 2015; Popper and Fay, 2012). Nous verrons dans cette partie le
développement embryonnaide 'Ol ainsi que les mécanismes moléculaires et génétiques

impliqués dansaformation.

2.1. Origine de l'oreille interne

L’'Ol prend son origine ans I'ectoderme Chez I'homme, le premier signe
morphologique du développement de |83t observéersla 3Msemaine de gestatimomme
un épaississement dectoderme nomeul (ENN), la surface de I'ectoderme. L'ENN est
précurseun la fois de I'épiderme et dectoderme préplacodal (EPR Cettederniére région
serait a l'origine des placodes craniadessrielles dénommeées leplacods adéne
hypophysaire, olfactives, optiques, trigénales, otiques et épibranchiale€Graham and
Shimeld, 2013; Park and Sailtannet, 2010)Les différentes placodes sont initialement
forméesa partirdu méme territoire, maig¢ se subdivisepar la suite tace a des signaux
additionnels qui assurent tiespécification des placodpseur donner naissance aux difféent
organessensoriel§Schlosser, 2006).a formation de 'Ol nécessite des voies de signalisation
particulieres que nougiécironspar la suite. L'action combinée de ces voies de signalisation
induit la formation des placodes otiques (PO) a partir TEPP. Les deux PO iapgatraur
I ectodermesuperficiel & la fin de la®3®semaine de gestatitrumaine(19°™¢jour). Au cours
de la 4™ semaineles PO s’invaginent progressivement pour former la capsule otique, puis
donnentnaissance auwésicule otiques(25°™ jour), qu’on appelle aussi otocysteCes
vésiculesse détachent rapidement de I'ectodesheonstituent unsphére creuseers [e28°™e
jour. De la 5™ 4 la7°™ semaine du développemesrbryonnairechacune des vésicules
développe et se déforme pour constituer les labyrimtbd'®©l. Le développement de I'oreille
s'achéve vers la°8°semaine cependantlle ne devienpartiellementonctionnelle qu’a partir
du 7™ mois quande foetus commence a entendre les sons d’une intensité de 20 & 30 décibels
équivalente au son des chuchotera€¢barsen et a).2017; Lim and Brichta, 2016; Romand
and VarelaNieto, 2014).

13



Homme Description Souris

19¢me E75
jour 1. Ectoderm non-neural

21éme
jour 2. Placode otique ES

-
26éme 3. Invagination de la ESS : ‘ ? ’\ i () Ii

jour placode otique C. ( , \ y' e W L LY P
28eme 4. Vésicule otique E95 ) P o e ) am
jour (otocyste) ..-‘ C-‘ ' ' 6°™¢ Semaine

QA

56éme 5. Maturation E175 (- - \ )
-
-

jour o . 4*meSemaine
| o \\" ot
AO\O

S Q; »
@--------m-sgywgmoeooeo- 5 -
-~ | —

Embryvon de souris @ @ @

1 1 1
| | |
E7.5 E8 E8.5 E9.5 E17.5

Figure 6: Développement de 1'oreille chez I’homme et la souris.

Le développement de 1’OI chez la souris (fleche du bas) est comparable a celui chez I’homme (en haut). La formation de I’OI est initiée des le jour
embryonnaire 6.5 (19°™ jour chez 1’homme). La spécification de la région pré-placodale commence par un épaississement de 1’ectoderme, a
I’origine de la placode otique. Cette derniere s’invagine progressivement et se transforme en vésicule otique, ou otocyste, qui donne naissance a
I’OlL La partie ventrale de la vésicule forme I’organe de de 1’audition, la cochlée, tandis que la partie dorsale est a 1’origine des structures
vestibulaires.
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Durant I'embryogenése, le développement de I'Ol se déroule selon des étapes
progressives régulées par différents genes et voies de signalisatiotréeshéans l'espace et
dans le tempsPour comprendreces mécanismesdes études se sont intéressées a
développement de 'Ol chez des animaux sains ou mutés, notamment chez Jaleatias
morphogenese de 'Ol ressemble étroitement a celle de I'hdfignere 6). Ces travaux ont
montré que la spécificatio de 'Ol et la formation des CC impliquent une série
d’activation/inhibition de plusieurs voies de signalisation conesgdiesWNT, BMP, FGF,

SHH et NOTCH. Nous erronsdans & section suivanteomment ces signalisations sont
coordonnéeset assurente développement de l'oreille interne et la formation des cellules

sensoriells.

2.2. Voies de signalisation
2.2.1. La voie des-GF

Les membres de la famille des F@Hbroblast Growth Factorgont des protéines
diffusibles. Lleur signalisationrequiert la participation de trois familles de protéines
transmembranaires : des récepteurs de forte affinité a activité tyrosase KIRGFR), des
récepteurs de forte affinité sans activité tyrosine kinase, riches en egst€RR : chicken
cystein rid fibroblast growth factor receptor), et des protéoglycanes a sulfate d’h&paran
(HSPG récepteurs de basse affinité) (Fernig and Gallagher, 1994). Les FGF sainiesade
déclencher deux processus de signalisation : I'activation par I'intermédigslieairs récepteurs
d’'une cascade de protéines transductionnelles et de seconds messagers colidaisaatiom
de genes, et 'activation directe de plusieurs cibles nucléaires par tralefdfGF dans le

noyau

Les FGF sont fortemerdgxprimés par le mésoderme et la plaque neuRllesieurs
études ont montré I'implication de cette famille de facteurs de croissance damsdtdnde
'Ol (Adamska et al., 20 ; Schimmang, 2007; Wright et al., 2008hez la souris, FGF3 et
FGF10 semblent étre importardarant les premiers stade du développement de dils
jouent un réle primordial da‘énduction et la formation de la placode otique (Wright, 2003)
L’inactivation concomitante du FGF3 et du FGFHX diminuer 'expression des marqueurs
précoces de la placode otique tels que PAX2 et BLBes sourismutéesfgf3d-/-; fgf10-/-
présentent une vésicule otique de taille réduite et une absence de gargjiiéa\estibulaire
(Alvarez et al., 2003; Zelarayan et al., 2Q0rPar ailleurs, la surexpression B&FL0 est

suffisante pour induire la formation de vésicules otiques ectopiques exprimantrdasursa
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otiques(Alvarez et al., 2003En outre, FGF8 est également nécessaire pour I'inductioreotiqu
Sa mutatiome modifie pasa formation de la vésicule otiqueependant, I'analyse de souris
doublemendéficientespour les FGF3 et FGF8 montre que celieprésentent un phénotype
similaire aux doublesnutantsfgf3-/-;fgf10-/- avec une diminution de la taille de la vésicule
otique,voire parfois méme I'absence compléete d’otocyssalher et al., 2005; Zelarayan et al.,
2007) Ainsi, il existe un role redondant des FGF3, 8 et 10 dans I'induction de la placode otique
chez les mammifereB’autres études montrent gEEF2 (ou bFGJest exprimé chez la souris au
niveau de la placode et la vésicule otiqi@ndrell et al., 2000kt favorise la prolifération et la
différenciation des CCLow et al., 1996) Néanmoins, les sourdépourvues eFGF2 ne présentent
aucune anomalie de I'oreille inter(@arnicero et al., 2004n plus de ces FGIe FGF20eg aussi
nécessair@our laspécification des cellules sensoriellesculture dexplants cochléairede
souris en présence d'un inhibiteur du récepteur FGF20 bloque la formation de I'épithéli
sensoriel etnhibe la formation des cellules ciliées dgs cellules dsoutien(Hayashi et al.,
2008).

Pour résmer, toutes ces études confirment I'implication de la signalisation FGF dans
le développement de I'Ol, notamment dans l'induction de la placode otique, la spéaifitat
domane prosensoriel ainsi que la différenciation des cellules ciliées et des cddiatasgien.

2.2.2. La voie BMP

Les membres de la famille des BMBofe Morphogenetic Proteipfont partie de la
grande famille de§randorming Growth Factorsqui comprend également le T@Fet les
activines. La transduction du signal est déclenchée par la fixation de I’homedi8MP sur
son récepteur de type Il, ce dernier recrutant ensuite un récepteur de type |. Gesrsésept
des récepteurs transmembranaires seérine/tyrosine kinase quniastitda voie canonique
meédiée par IeSMAD, soit la voie des MAP Kinases, ces deux voies conduisant a la régulation

de genes cibles.

Tout comme la voie de signalisation FGF, la signalisation BMP est impligrs les
différents processus de développentenkOl. Cette voie de signalisation aurait un role crucial
dans la spécification de la région EPP via 'activation de facteuramsription(Watanabe et
al., 2015) Chez lepoissonzebre une activation de la voiBMP avant la gastrulation favorise
I'expression de facteurs de transcriptinontamment Tfap2a, Tfap2c, Foxil et Gat3induit
la différenciation de 'TENNCependant, la spécification de I'identité qpliécodique durant la

gastrulation, nécessite une inhibition compti#eBMP. Dans la différenciation de I'Ol, I'effet
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de la signalisationdépend donc doontexte(Kwon et al., 2010)Cda a été confirmén vitro :

la modulation de la voie BMP induit la différenciation des cellules souches embmgsnnai
humairesen cellules de 'EPRLeung et al., 2013Pe plus,chez le pouletparmi les nombreux
membres de la famille BMRg BMP-7 est impliqué dans la spécification des CC et semble
avoir un role dans l'organisation tonotopique de la cocfMBnn et al., 2014)De la méme
facon,le BMP-4 a un réle dans la génération de I'épithélium sensoriel dans I'Ol. Son activation
entraine une augmentation du nombre de CC, alors que son inhibition bloque leur
différenciation (Fantetti and Fekete, 2012; Li et al., 2005).

2.2.3. Lavoie WNT

Les molécules de la famil/NT sont deglycoprotéines transmembranaires sécrétées
qui se fixent sur leurs récepteurs FrizZEd). Il en résulte deux typale signalisationla voie
canonique et la voie non canoniqile voie canonique est médiée par la B-caténine, molécule
a double réle contrélel’adhérence cellulaire gtarticipea la transmission du signal relayé par
lesfacteurs de la famille WrfCadigan and Nusse, 199Qomme présenté dansfigure 7, en
absence des protéines WinM B-caténineest phosphorylée puis dégradée a cause de la
destruction du complexe auquel elle est liée. En revatehi@json des Wnt a leur récepteur
membranaire Fz inhéla dégradation de la B-caténine carDisheveled Dsh), I'effecteur de la
voie Wnt canonique, inhibe la GSK responsable de la phosphorylation et donc de la
dégradation de la B-caténinePar conséquence, la B-caténine s’accumuldans le cytoplasme
puis dle est transloquédans le noyauou elle forme des complexes transcriptionnels actifs
avecLEF/TCF pour activer la transcription des genes cildeda voie Wni{van Amerongen
and Nusse, 2009; Cadigan and Nusse, 1997; Jansson et al.,2&i%)edeuxieme type de
signalisation WNTla voie non canoniquéactivationdes Wnt résulte aussi de Idiaisonaux
récepteurs Fz, et Dsst également activé, mais au lieu d’entrainer une stabilisation de la p-
caténine, cette voie non canonique active la voie Calcium/RiKiCaugmente lgaux de
calcium intracellulaire et actvla protéine kinase C (PKC). Cette voie a un rble dans la
polarisation et la réorganisation du cytosquelette, commele’eas dans les stéréoc{Be,
2011; Jansson et al., 2015).
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Figure 7: Voie canonique Wnt/B-caténine
Sans activation du récepteur Frizzled (Fz) (a gauche), la Glycogene Synthase Kinase-3 (GSK-

3) phosphoryle la B-caténine et un complexe B-caténine phosphorylée/GSK-3/APC/Axin se
forme puis est dégradé par voie protéosomale. La fixation d’une protéine Wnt au récepteur Fz,
sur le Cystein-Rich Domain (CRD) et au corécepteur LRP, active la protéine Dishevelled (Dsh),
qui inhibe la GSK-3. La B-caténine s’accumule dans le cytoplasme et peut étre transloquée vers
le noyau, ou elle s’associe au complexe T-Cell Factor (TCF), qui agit sur la transcription
(d’apres Centelles, 2012).

La voie de signalisation WNT est largement décrite dans la littérature pour ses multiples
roles dans le développement de 1’OI (revu dans (Munnamalai and Fekete, 2013). Chez la souris,
les facteurs Wnt en provenance du rhombencéphale sont nécessaires pour limiter la région
ectodermique destinée a former la placode otique (Ohyama et al., 2006, 2007). En effet, la voie
Wnt contrdlerait, par I'intermédiaire de la voie canonique, le destin de la région ectodermique
en agissant sur les précurseurs Pax2-positifs pour leur attribuer un destin placodal plutot
qu’ectodermique (Ohyama et al., 2006). A I’heure actuelle, on ne sait exactement pas lequel
des facteurs Wnt joue un role dans I’induction de la placode otique chez les mammiferes. Chez
la souris, Wnt8 est exprimé dans le rhombomere 4 (Bouillet et al., 1996; Hume and Dodd, 1993)

et Wntl et 3a sont présents dans la partie dorsale du rhombencéphale (Parr et al., 1993;
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(Riccomagno et al., 2005). lls constitueraient ainsi de bons candidats en tant quirsddete
la placode otique. Par ailleurs, les Wnt jouent également un réle dans la détemdinaestin
vestibulaire. Chez les sounistl-/-; wnt3a-/ I'absence d’expression de DIx5 et 6 est observée
dans la portion dorsale de I'otocyste. Ultérieurement lors du développement, cesesontis s
dépourvues de structures vestibulaires (Riccomagno et al.,. 2@85)les précis de chaain
des protéines WN#&st encore mal connonaisd’une fagon globalda voieWNT est impliquée
dansplusieurs processus durant le développementGde dansla détermination de la taille
des placodestiques(Dedonge et al., 2016; Head et al.,, 2013; Jayasena et al.,, B908)
développement desellules neurosensoriellddlatsuoka et al., 2017)la régulationde la
prolifération et de la différenciation desQC(Jacques et al., 2013, 2014)insi quela
deédifférenciatio des cellules de soutien e€ CShi et al., 2012, 2013).

2.2.4. La voie NOTCH

Notch est un récepteur transmembranaire qui peut se lier astraper domaine
extracellulaire aux ligands Jagged Delta exprimés dans leslitles voisinegFigure 8). Le
clivage durécepteuNotch parla gammasecréasse libere le domaine intracellulaire Notch
(NICD) de lamembrane cellulaire. Lorsqu'il ésansloqué dans le noyau, il forme un complexe
avec d'autres protéinesonduisant a l'activation transcriptionnelle des génes cibles de la voie
Notch, comme les facteurs de transcription de la famille bHIL&lfonction de la voie Notch
estdoncassurée paies récepteuréNotchl-4) des ligands (Deltal et 2, Jaggedl et 2) et des
modulateurs (Lnfg, Hes1, Hegiar exemple).

La voie Notch régule de nombreux processus biologiques, tdlagiéterminatiordu
destin cellulairela prolifération, lapoptoseja différenciation cellulaire ou encota division
cellulaire asymétriquérevus dansArtavanisTsakonas eal., 1999; Hori et al., 2013)La
signalisatiorNotch estargement impliquéeahsle développement de 'Ol (revu davisirata
et al., 2012): c’est k principal régulateur déa formation de la placode otique ete la
spécification des CQRar exemplgle travail de SaveBurkeet al. amontréque I'activation d
Notch chez la souris inhibait la différenciatiors d&Cet entrainait une surdité profon@avoy
Burke et al., 2014)Unesurexpressiodu NICDréduit aussila taille de I'épithélium cochléaire

ainsi quede nombre de C@t decellules de soutien (Tateya et al., 2015).
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Figure 8: Voie de signalisation NOTCH

Les ligands et les récepteurs Notch sont localisés aux membranes cellulaires de deux cellules
adjacentes. Le récepteur Notch traverse la membrane cellulaire et dépasse de chaque coté. La
partie du récepteur Notch qui se trouve a l'intérieur de la cellule (en mauve) est appelée domaine
intracellulaire Notch (NICD). La partie du récepteur Notch se trouvant a I'extérieur de la cellule
(en vert) se lie aux ligands Notch, et il en résulte deux clivages protéolytiques : ’'un catalysé
par les métalloprotéases de la famille ADAM, I’autre par la gamma-secrétasse. Le clivage de
la partie transmembranaire par la gamma-secrétasse libere le NICD, qui est transloqué dans le
noyau, ou elle forme un complexe avec la protéine CSL (protéine de liaison a I’ADN, et le co-
activateur transcriptionnel MAM. Le complexe transcriptionnel NICD-CSL-MAM active
I'expression des genes cibles de Notch de la famille HES/HEY et des facteurs de transcription
(Notch ON). Ensuite, les facteurs de transcription HES / HEY fonctionnent comme des
répresseurs transcriptionnels et bloquent 1'expression de facteurs de transcription de la famille
bHLH, par exemple Atohl. Lorsque la signalisation Notch est désactivée (Notch Off), le
complexe NICD-CSL-MAM ne se forme pas et les facteurs de transcription HES / HEY ne
répriment pas l'expression des facteurs de transcription bHLH (Zak et al., 2015).
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Bien quel'activation de Notch ne montrgpas une activation dd'expressiondes
marqueurs degellules sensorieks, son inhibitionfavorise le phénotypeotique et la
différenciation des C via plusieurs mécanisme€omme expliquégrécédemmenta voie
Notch résuke d’'une interaction entre deux cellulésjne exprimant le ligand (celle qui envoie
le signal) et l'autre expriamt le récepteur (cellule réceptrice du signal). De cet fait,
'importance de la voie Notch réside dans sa capacité d’influencer le devenir désscell
voisines, en promouvant un état cellulaire dans une cellule donnée et en favorisant I'adoption
d’'un état ellulaire opposé dans la cellule adjacente. Ce mécanisme développementa& porte |
nom d’inhibition latéralest permet 'émergence de deux types celtemdistinctsaau sein d’'un
groupe de cellules homogén&sans I'Ol,ce mécanisme est largement déccibmme les CC
sont entourées deellules de soutienNotch serait impliqué non seulement dans la
différenciation des CC mais auskinscelle descellules de soutie(Kiernan, 2013)Dans le
développement de I'Ol, I'activation de la voie Notch génere une boucle de rétrocoatyate
qui lui permet de réprimer son liganD’une facon générale, les préseurs sensoriels qui
expriment davantage les ligands Delta et Jaggedifférenciesnt en cellules sensoriek
ciliées, touen inhibant cette différenciation dans les cellulessioes(ou Notch est actiyequi
deviendront des cellules de soutien (Daudet, 2005; Daudet et al., 2007; Zine, 2003aKjne et
2000, 2001).

Néanmoins,d signalisation Notch eptus complex@tpeut agir via un autre mécanisme
de signalisationconnu sous le nom deinduction latérale>: ce deuxieme type de
communication intercellulaire met en jeu deux types cellulaires distincts expriraant d
répertoires de ligands et de récepteurs différents. Dans de sagalisatiorNotch induiala
différenciation vers un type de cellules dofiHartman et al., 2010; Petrovic et al., 2Q012hez
les souris Slalon(Tsai et al., 2001¢t Headturne(Kiernan et al., 2001¢hez lesquelles on a
invalidéle géneJagged 1duligand du récepteur Notch, on observe une réduction du nombre
de cellules ciliées et non pas un accroissemégst doncune induction latérale qui
expliqueaitle role de JaggedKiernan et al., 2006ia les differents mécanismes qu’orent
de décrireFigure 9), la voie Notctsemble avoiun réle crucial dans le développement de 'Ol
(Slowik and BerminghaAvicDonogh, 2013). Elle est impliquée dans I'induction de la placode
otique et la détermination de sa ta{llayasena et al., 2008 spécifcation du domaine pfo
sensorie(Daudet, 2005; Daudet et al., 2007; Jeon et al., 20tElgontrble de la différenciation
des CC et des cellules de soutfPan et al., 2010).
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A. Inhibition latérale B. Induction latérale
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Figure 9: Schéma des différents types de signalisation de la voie Notch dans I’oreille
montrant les conséquences phénotypiques.

(A) Lors de I’'inhibition latérale : La cellule émettrice de signal a plus de ligand Notch (rose)
et la cellule réceptrice, plus de Notch actif (aNotch). aNotch inhibe 1'expression de gene
proneuraux (ex. : Atohl) et entraine une régulation négative du ligand Notch, diminuant ainsi
Iefficacité de la réponse de la cellule voisine (rétrocontrole négatif). Cette signalisation se
poursuit jusqu'a ce qu’une cellule (la cellule d'émission de signal) ait des quantités élevées de
ligand de Notch et de trés bas niveaux de aNotch. A I'inverse, la cellule réceptrice de signal
aurait de faibles quantités de ligand Notch et aNotch tres élevé, ce qui induira la différenciation
de la cellule émettrice en cellules ciliée, et la cellule réceptrice en cellule de soutien. Par
conséquent, le phénotype « cellule ciliée » sera dominant par rapport aux cellules de support
(ou cellules de soutien). (B). Induction latérale: dans ce type de signalisation, la
transactivation du ligand engendre une uprégulation du ligand, ce qui entraine une signalisation
égale entre les cellules, les deux exprimant finalement des quantités élevées de ligand et
d'aNotch. Ce type de signalisation conduit a la spécification des cellules progénitrices
sensorielles (par des mécanismes qui restent entre mal connus) et a la diminution des CC et des
cellules de soutien (Kiernan, 2013).

2.2.5. Lavoie SHH

Sonic Hedgehog fait partie de la famille des protéines sécrétées Hedgehog, qui
comprend un seul membre chez la drosophile (Hh) et trois chez les mammiferes et les oiseaux

(Sonic, Indian et Desert hedgehog). Dans un modele simplifié, le ligand sécrété Shh se lie a son
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réepteur Patched, entrainantdiewnrégulatiord'une protéinérangnembranaire Smoothened
(Smo) dans les cellules cibles.|&€active les facteurs de transcription Gli, effecteurs de la
signalisation ShhLa voie de signalisation de Shdst essentielle pour divers aspects de
l'organogenese, y compris la croissancta edpécification cellulairéVarjosalo and Taipale,
2008).Dans le développement de I'Ol, Sest un des premiers régulateurd’deentation du
destin de I'otocyste vers un phénotype cochléstidela spécification des CAtkinson et al.,
2015; Liu et al., 2002). Chez les soustsh-/5 knockout pour le génshh, I'induction de la
placode otique se fait normalemeBependantes dérivés de la portion ventrale de la vésicule
otique ne croissent pas, c’eatdire le canal cochléaire, le saccule et le gangliorhléoe
vestibulaire (Riccomagno et al., 2002). Une étude plus récente manieel'ablation
conditionnelle de Smo dans ['épithélium cochléaire en développement entraine une
différenciation accélérée d&C dans la région apicald l'inverse, I'expression d'uBmo
constitutivement actif dans I'épithélium cochléaire empéche la différenciationetleles

ciliées externegAtkinson et al., 2015; Tateya et al., 2013).

2.3. Facteurs de transcription impliqués dans le développement de I'Ol

Le développement de I'Ol fait intervenir des messages igttiatertissulaires avec un
jeu déquilibre entre des activateurs et des régulatddasisla sectiorprécéderg, nous avons
décritcertaines voies de signalisatiggésumées dansfigure 10) impliquées dans la formation
de la placode otique et la spécification des CC. Ces goimmuniquent entre elles d’'une fagon
permanente et agissent séquentiellement et/ouratgbapouractive I'expressiordes facteurs
de transcriptiordu lignage otiquelLa formation des placodetiques est I'une des étapessclé
du développement de I'Qte processus est initié au cours dadairulationetdébute avec un
épaississement dieectodermeDes signaux BMP et FGEmanant du mésoderme, insemt la
formation de la région prglacodale (RPPa partir du NNECette ségrégation progressive du
devenir cellulaire des cellules ectodermiques est illustrée par le changement aw ¢eomgsd
du profil d’expression d’un certain nombre de genes. Des études du profil d’expressime gé
au cours du développement de 'Ol montrent que le RPP est caractérisé pasdiexpdes
géenes appartenant a la famille desa, dlx, six, eya, tfap, daetfoxi (Chen and Streit, 2013;
Ohyama et al., 2007)La signalisation FGF semble avoir un réle non seulement ldans
régionalisation du domaine ppéacodal, mais aussi dans la spécification du phénotype otique
déterminée par la durée et le niveau d’exposili@s signaux FGF assosia la signalisation
Wnt, provenant de la créte neurale, induisent la formation de la placode otique (Mendonsa and

Riley, 1999; Noramly and Grainger, 2002)et® ségrégation s’opere par l'activation de
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plusieurs facteurs de transcriptjamotamment ceux de la famille PAX, parmsdeaels on
retrouvele PAX2 et le PAX8fortement exprimés au niveau de la placode ot{@oeichard et

al., 2010; Burton et al.,, 2004Une fois la placode otiqgue formée, elle s’invagine et se
transforme en vésicule otique, dont les différentes régions de I'Ol doivensp@cifiées,
notamment les structures vestibulaires et cochléaires. Cette déterminatiecta&gjracea des
signauxémanant de la notochorde et du rhombencéfkéht, Notch,BMP, Shh..) etdécrits
préecédemmen(Chen et al., 2017; Driver and Kelley, 2009; Nakajima, 2015; Whitfield, 2015;
Wu and Kelley, 2012).

Pour résumer, toutes les voies de signalisation qu’on vient de décrire communiquent
entreelles d’une fagon permanenia vivo, leur actioncoordonnée régulkexpression des
géenes nécessaire polar formation de la placode otique ainsi que la difféiaion et la
spécification des cellules sensorielles notamment les cellules cdaase expliqué dans la
figure 10. Le but de mon travail de thése et de mimer le développement di@ ko, afin
de générer des cellules ciliées a partir de cellules souches pluripotentes imauidéises, en
agissant sur les différentes voies de signalisation cités précédemment.
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Figure 10: Induction de la placode otique et des cellules neurosensorielles

(A) Le diagramme illustre la structuration de I’ectoderme précoce. Ect : ectoderme, RPP :
région pré-placodale, CN : créte neurale, PN : placode neurale, Meso : mesoderme, Nt:
notochorde. (B) Les signaux BMP et FGF émanant du mésoderme, et Wnt, provenant de la
créte neurale, induisent la formation de la région pré-placodale, a 1’origine de la placode otique.
Cette derniere s’invagine et donne la vésicule otique, qui sous ’effet de plusieurs signaux,
donnera naissances aux cellules sensorielles (C).

Neurones
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Durant la formation de la cochlda,spécification des cellules ciliées et des cellules de
soutienest contrélée par I'expression dearqueursqui leur conférent l'identité otique, en
particulierceux appartenant adamilles pou etmyosine.(Driver and Kelley, 2009; Fritzsch
and Straka, 2014; Kelley, 2006&) outre, brsqu’'on parle des CC, le premier facteur de
transcription qui vient a I'esprit est Atoahciennement appeldathl Appartenant a la famille
bHLH (basic helixloop-helix), ce facteur de transcription a un réle majeur dans linitiation de
la spécification des CEtdansleur survie(Chonko et al., 2013akn effet,chezla souris la
délétion d’Atohlengendre une absence totale de cellules ciliees et de cellugesitikn.
Inversement sa surexpression induit I'apparition dellules surnuméraires ectopiques
(Bermingham et al., 1999; Chen et al., 20RJusieursétudesmontrent que I'expression
d’Atohl est régulée par la signalisatiNiotch Cette voie est impliquée non seulement dans
I'expression de I'’Atohl, mais elle considérée comme l'une des voies majeuregigepldans
la spécification et le devardes celluletique, elle a la fois un réle dans la différenciation
des CC et desellules de soutienia plusieurs mécanismes décrits précédemmetamment
l'inhibition latérake (Kelley, 2006b; Ren et al., 2016; Su et al., 2015; Zhao et al., 2011; Zine et
al., 2000)

3. Surdités neurosensorielles

Le systéme auditif peut subir desrturbations d’origine endogeéne ou exogeageables
de provoquer une perte d’auditiosu surdité.La perte auditive peut étre partielle ou totale,
bilatérale ou unilatérajeet peutsurvenir a tous les ageSelon I'Organisation Mondiale de la
Santé, 360millions de personnes dans le monde souffrent de déficits auditifs modéré
profonds dont 32 millions sont des enfantdn distingue plusieursypes de surditésqui
différent en fonction de la partie de I'orgdésée, la caus€abe d'apparition et 'ampleude

la perte auditive.

3.1. Surdités de transmission et surdités neurosensorielles

Selon ldocalisation de la Iésionles surdités somlivisées en deux classesurdités de
transmissionet surdités de perceptiofou neurosensoriellgs Les surdités de transmission
résultent d’anomalies structurelles de l'oreille externe (pavillon et condditifawu de
I'oreille moyenne (cavité tympanique et ses trois osselpisentravent la conduction du son
vers|'Ol. Ce typede surditébaissegénéralemente niveau sonore, c’est-dire dimine la
capacité a entendre les sons faibles, et peut souvent étre corrigé par un traitencahiomed

chirurgical.En revanchele deuxieme type de surdité tas surdités de perceptiorgnsistent
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en une atteinte de la portion auditive €I, la cochlée ou, plus rarement, les structures
nerveuses qui traitent les signaux électriques délivrés par cet organéesehts acheminent
jusqu’au cortex auditif. Malheureusement, les surdigésosensoriellesont irréversibles, elles
causentune perte auditive permanente non soignablpanimédicalemeni par chirurgie
Cependant, afin d’améliorer la qualité de vie de ces patients, des appareits potteses
auditives peuvent étre pais. Enfin, certaines surdités sont mixtes : elles comportent a la fois

une composante de transmission et une composante de perception.

3.2. Surdités syndromiques et isolées

Selonla cause une surdité peut étre syndromique ou is@iéa syndromique), selon
gu’elle estassociée ou non a d'autres anomalless surdités syndromiques sont, le plus
souvent, congénitales. Elles sont dues, pour la plupart, au développement arodiffdrdats
compartiments de'oreille. Elles sont associées a d’autrsomaliesréndes, cardiaques,
musculairesetc. Parmicessurdités,on trouve lesyndromed’Usher, oules patients souffrent
également d'une rétinite pigntaire(Boéda et al., 2002; Amraoui et al., 2005pu encore le
syndrome de Jervell et Landdelsen, responsable de 1% des séslihéréditaires, qui

s'accompagne d'une malformation cardia@fesimano et al., 1991).

Les surdités isolées, quant a elles, peuvent étre héritées ou adglésesontduessoit
a desfacteurs environnementaugar exemple Exposition a des bruits intensés prise de
médicaments ototoxiques (antibiotigues de la classe des amiosigigs) etcertaines
infections, soit a des atteintes géniques, presque exclusivement monogéniques (dues a la
mutation d’un seul géngpar convention, les formes isolées de surdité héradgant classées
selon leur mode de transmission: DEND¥NB etDFN désignat respectivement des formes
de surdité transmisesigant unmode autosomique dominanécessifou lié au chromosome
X. Un numéro est ensuite attribué par ordre de découfieamlelin et al., 2004; Schrijver,
2004) A T'heure actuelle185 loci ont été identifiecommeresponsables des surdités non
syndromiques ou isoléess7 DFNA, 105 DFNB, @FN et 7 mutations correspondant a des
anomalies du gémaee mitochondrial fittp://hereditaryhearingloss.orcgnsultde 12/08/2017).

Parmi ces logiontrouve par exemple DFNA11 &FNA1S5, liés a une mutation @k genes
codant, respectivemergpurla myosine MYO7A et poule facteur de transcriptioROU4F3
(Liu et al., 1997; Vahava et al., 1998a découverte degenegesponsables des surdités et la
compréhension des mécanismes physiopathologiques sddenaladies ont fait naitre de
nouveaux espoirs pour trouver d’autres thérafdesant les derniéres décennies, la thérapie
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génique a grarament progresé vers le traitement des surdités neurosensoriel@stte
approche offre la possibilité de manipules genes éficients dans I'organe auditif, soit en
empéchant Bxpressiorde I'allele mutésoit en rétablissant I'expression du géne défectueux
(Meyer et al., 2013). En outre, les réceessais cliniques de thérapie cellulaire contre les

maladiesneurodgéématives comme la maladie d’Alzheiment{p://www.clinicaltrials.goy,

ont suscité une grande curios@éncernant’utilisation descellules souches dans l'oreille.
Ainsi, les chercheurs ont mis en plaigs protocoles permettant d’orienter la différation
des cellules souches en progéniteurs otiques afin de régé&tesecellules sensorielles
endommagéedous \erronsdans & secton suivanteuels sont les différents types des cellules
souchesnvisagées pour unsilisationdans I'oreille commentces cellules sont capables de
se différenciein vitro en cellules otiquest comment elles pourraiergstaurer les fonctions

auditivesin vivo.
4. Vers une médecine régénérative de l'oreille

4.1. Reégéneération des cellules ciliees chez les mammiferes

Chez 'hnommele systeme auditif atteint sa maturité et devient fonctionnel des la vie
foetak ;ainsi, on dénoifore en moyenne 3500 CCl et Q0 CCE dans une cochlée différenciée
humaine, dés le®3®mois de gestatiorCe nombre restétonnammentaible par rapport a la
mission qu'accomplissent ces cellyled’autant plus qu’ellespeuvent facilement étre
endommagéesuite a des agressions endogenasexogenes expliquées darssskction
précédenke. Chez les oiseaux,les cellules endommagéesont capables de régeénérer
spontanémera tout aggCorwin and Cotanche, 1988; Ryals and Rubel, 1988)evanche,
chez les mammiféres,pour des raisons encore mal coegula perte des CC est
malheureusement irréversibleur régénératiorspontanéelemeure impossible, et les déficits

auditifs occasionnés sont définitifs.

En fait, un faible potentiel régénératif d€E a pu étre observgrovisoirement maig
reste insuffisant pour induire une récupération fonctionnelle com@gteidaBranco et al.,
2015; Atkinson et al., 2015, 201®)hez les mammiferes, les cellules de soutien de I'organe de
Corti, qui entourent les CC et qui expriment Lgr5, sont capables de réactiver lewratlydhire
pour rentrer en division et se dédifférencier. Les asdluésultant de cette division mitotique
lorsqu’elles sont transférées dans un environnement approprié, elles se tramsikifiéret

proliferent en CC pour substituer les cellules endommagées (Chen et al., @eieydant,
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cette capacité de régénération est ligyiigisqu’elle a été observée uniguement dans la cochlée
de souris nouveanée (encdommagée par un agent ototoxique) et non pas dans une cochlée
mature. Le nombre de CC régéresétait plus important en présence d’'un inhibiteur de la voie
Notch (Bramhall et al., 2014; Mizutari et al., 2018 faible potentiel régénéraiiftrinséque

des CCavait étéobservé auparavant dans des utricules de cobaye (Forge et al., 1993; Warchol

et al., 1993)maisaucunaégénération cellulaire fonctionnehéa été détectée chez les adultes.

Malgré les similitudes entre I'organe auditif des mammiféres et celui des>orselau
présence de cellules de soutigy5+ dans I'organe d€orti chez les mammiferes adultes, ces
cellules souches / progénitrices cochléaires quiescentes sont incapables decser régée
fagcon permanente. La disparition de ce potentiel régéhéesicellules de soutiepourrait
s'expiquer par le manque de signaux ou de facteurs de croissance leur permettant de se
différencier spontanément. Par conséquent,cidhiles de soutien seraient incapables de

réactiver leur cycle cellulair@définimentet de se divisan vivoen réponse a la pertiesCC.

4.2. Les cellules souches pour le traitement des surdités neurosensorielles

La compréhension des bases génétiques et moléculaires quiesdest le
développement de c€3C a permis de mettrau point de nouvelles stratégies thérapeutiques
visant a restaurer la fonction auditiv@mmeles signaux qui contrélent I'organogenése lors
du développement sont souvent impliqués dans les processus de régénération tisdékire,
a émergé de manipulees signaux pour développer de nouvelles thérapebuaires» contre

les surdités neurosensorielles.

La thérapie cellulaire ou transplantation des cellules souche®ppuie sur le
remplacement ou la régénération des cellules « malades » ou dysfogltg®par des cellules
saineset fonctionnelles. Cette thérapie est souvent basée sur I'utilisation de cetlutdes
douées d’autmenouvellement et d’'une capacité a donner naissangdifférents types de
cellules de I'organisme. Cette nouvetkchnologie constitue un outil d’avenir qui semble
prendre de plus en plus d'importaneceéme sid majorité des travaux effectués dans ce
domaine sonencorede nature expérimental€ependant, I'utilisation des cellules souches
pourrait poser un certaimombre de problémes éthiquetstechniques liés notammentedur
disponibilité ou a l'utilisation d'immunosuppresseufgnsi, il est nécessaire’@valuer de
nouveaux candidats, notammea#s cellules souches adultesmme lescellules souches
pluripotentes induite§PSQC), qui pourraient étre obtenues de maniére peu invasive chez tous
les individus dans le but déaliser des transplantations autologues, contournant le probléme
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de I’'immunosuppression. Dans cette section seront présentés les différents types de cellules
souches, leurs caractéristiques et limites, leur potentiel de différenciation en progéniteurs

otiques in vitro ainsi que leur capacité a restaurer les fonctions auditives in vitro.

4.2.1. Les cellules souches

Les cellules souches partagent un ensemble de propriétés communes, elles sont douées
d’auto-renouvellement et ont la capacité de donner naissance a une descendance cellulaire, qui
lorsqu’elle est placée dans des conditions appropriées et soumise aux signaux adéquats, peut
générer des cellules progénitrices capables de se différencier en plusieurs types cellulaires. En
fonction de leur capacité de différenciation, on distingue plusieurs types de cellules

souches (Figure 11).
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Figure 11 : Les différents types de cellules souches (images tirées de servier medical art).
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4.2.1.1. Les cellules souches totipotentes

Cescellules souchesontd’origine embryonnaire, formeées juste apres la fécondation,
jusqu’au stade huit cellules. Autrement dit, ces cellules sont issues desamuigsrps divisions

mitotiqgues embryonnaires, ce sont les seallpouvoir donner naissance a un organismeer.
4.2.1.2. Les cellules souches pluripotentes

Les cellules souche®luripotentes elles aussi dorigine embryonnairelles
proviennent de la masse cellulaire interne du blastocyste. Ce type de celiidhsssa la
capacité de se différencier en cellules de n'importe lequel des trois feuilletoendires, y
compris les cellules germinales. Cependelhts ne sont plusapables a elles seules d’aboutir
a la formatbn d’'un organisme entielpuisquelles ne peuvent pagénérerles annexes
embryonnaires. Cette plurifgmtialité a été démontrée lode la réimplantation de cellules
souches embryonnaires cultivéies vitro dans un blastocystbote. Le suivi des cellules
implantées exprimant un gémarqueur (LacZ ou GFP) montre que cetliegarticipent a la
formation des différents tissus du souriceau chimére, y comagiigiée germinaléBradley et
al., 1984).

4.2.1.3. Les cellules souches multipotentes

Ces cellules sont présestédans l'organisme adultet sont capables de produire
plusieurs types cellulairegerivés d’'unseulfeuillet embryonnairdsi elles ne génerent qu’un
type cellulaire, on les dit unipotenteg)les permettent de générer les cellules d’'un organe
particulier,puisqu’ellesllessontdéja engagées dans un progranisgilaire spétique. Cest
le cas des cellules souches hématopoiétique de la moelle osseuses pouraas capacité

de renouveletoutes les cellules sanguines.

Pour résumer, selon leur origine, les cellules souches se divisent en deuss grande
classes les cellules souches embryonnaifeSC)et les cellules sahes adultefASC). Aux
potentialitédifférentes, ces cellules constituent une niche inépuisable uhe perspective de
médecine régénératricEn revanche, leuutilisation en vue d’'une thérapie chez 'homme
pourait poser de nombreux risqudses ESC par exemple, malgré l'importance de leur
potentiel régénératif et lewapacité a se différencier dans tous les tissus deafi@ge sont
difficiles d’acces et pourraient poser d@®blemesethiques et techniques liés notamment a

leur disponibilité En outre leur instabilité lorgu’elles sont injectées dans arganisme adulte
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pourrait engendrerleur transformation en cellulesurhorales, ou des problemes
immunologiques et des risques deste]l.es ASC quant a elles, peuvent émbtenues sans
porter préjudice ou nuire a l'intégrité physique de l'individdialgré quelles aientune
potentialité beaucoup plus restreinte queB&C les cellules souches adultemt déja fait
I'objet de greffs autologueshez ’lhomme, comme les cellules souches hématopoiétiques pour
le traitement de la leucém(iBimancikova et al., 201,79u encore les cellules souches olfactives
dans le cas des accidents vasculaires cérébralps/(vww.clinicaltrids.gov).

4.2.1.4. Les cellules souches pluripotents induites (iPSC)

Depuis 2006, une nouvelle catégorie de cellules souches est appeswellules
souches pluripotentes induiteqinduced pluripotent stem cells, iEf LesiPSC sont des
cellules adultes déprogrammées et présedestaractéristiques et un potentiel similaires aux
cellules souches embryonnairea.découverte des iPSC par Yamanekal leura valu le prix
Nobel de médecinen2012 et constitue d’ores et dejae piste importante dans la médecine
régénératriceLes iPSC sont issues de la reprogrammation de cellules adifféeenciées
(fibroblastes) par lintroduction dequate genes Sox2Qct4, cMyc et Klf4 grace a des
rétrovirus (Takahashi et al., 2007; Welstead et al., 2008; Wernig et al., .208%)cellules
deviennent capables de s’awmemouveler indéfiniment et de se métamorphoser a la demande
en toute autre cellule de 'omgiame. Les iPSGourraient &e obtenues de maniere peu
invasive chez tas les individus dans le but déaliserdes transplantations autologues. Les
iPSC pourraient donc constituer une révolution dans le domaine de la thérapie cellulaire
permettant de s’affranchir des limites éthiqueskt®€.Bien queprometteuse, cette méthode
dont le potentiel est encore trés théogigquose un probléme sanitaire pour une application
médicalea cause déutilisation de rétrovirus et d’'oncogenegsepemlant, I'intérét des iPS
reste majeur, non seulement en raison de leur irgéténtiel en thérapie cellulaire, mais aussi
comme outilsde criblage pharmacologique ou toxicologique, ou comme modeles de
pathologies humaine®On peut en effet déprogrammags cellules somatiques de patients
atteints de maladies gétiques variée&n outre dles permetiontde disséquer les mécanismes
géneétiques et épigénétiques établissant lagbluripotence d’une cellule (Ebert et al., 2012;
Kanherkar et al., 2014).

4.2.2. Lathérapie cellulaire poles surdités neurosensorielles

Au cours desdernieres décennies, les cellules souclibstigine embryonnaire
(Thomson et al., 199&)u obtenes par reprogrammation (Takahashi et al., 20@frésentent
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de nouvells pistes pour le traitement des surdités neurosensorielles. Grace a leur pluripotence
et leur capacitéd’autorenouvellement, les cellules souches constituent une source inépuisable
pour la productionin vitro de progéniteurs aiues etde leurs dérivés, y compris les CC.
Dailleurs, plusieurs études ont montré que les cellules souches embryoraaickdtesont
capablegle se différenciein vitro en progéniteurs otiques guobrsqu’elles sont grefféas

Vvivo, étaient capable de restaurer les fonctions audi(®ben et al., 2012; Hildebrand et al.,
2005; Hu et al., 2005; Pandit et al., 2011; Xu et al., 2016).

La génération de progéniteurs otiquewitro a partir de cellules souches a été rendu
possible grace a la compréhension des mécanismes moléculaires et génétiligessimians
le développement de l'oreillsn vivo. En effet, pour régénér des CC on peut imaginer
récapituler les étapel développmentde 'Ol in vitro, en agissant sur les différentes voies de
signalisation nécessaires phénotype otiquecomme és voies FGF, Wnt, Notch, BMP...
(Chen et al., 2012; Costa et al., 2015; DeJonge et al., 2016; Dincer et al., 2013; Koehler et al.,
2013, 2017; Ronaghi et al., 2014).

Citation =~ Journal Used Method = Pathways Timing Generated Hair cell Electrop
cels cells bundle hy
(Oshima mMESCs 2D FGF, Wnt, 20div  Hair celtlike Yes Yes
etal., Cell miPSCs TGFB cells
2010)
(Chen et monolay 26 - | Hair celtlike Disorganized Yes
al., 2012) Nature MESCs er FGF 40div  cells sensory
neuronlike
cells

(Ronaghi Stem cell 2D FGF, Wnt, 42div  Hair celtlike Disorganized Not done
et al., and mMESCs TGFB, cells and
2014) developm BMP supporting

ent cells
(Ealy et = PNAS hiPSCs 2D FGF, Wnt, 18div @ Otic Not shown = Not done
al., 2016) hESCs TGRB, progenitors

BMP, AR

(Koehler = Nature 3D FGF, Wnt, 12->  Oticvesicles, Yes Yes
etal., mMESCs TGFB, 30div  hair cell like
2013) BMP cells
(Dedong  Plos one 3D FGF, Wnt, 12->  Otic vesicles, Yes Yes
eetal, MESCs TGFB, 28div | hair cell like
2016) BMP cells
(Koehler = Nature hiPSCs 3D FGF, Wnt, 12—  Otic vesicles, Yes Yes
et al., biotechn hESCs TGFB, 150div  hair cell like
2017) ology BMP cells

Tableau 1 :Récapitulatif des études pionniéres de différenciatiom vitro des cellules
souches en cellules otiqeeen utilisant differentes méthodes de culture cellulaire.
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Les travauxmajeursde différeriation des cellules souches en cellules otiques sont
résumés dans kableau 1 On remarque que la plupart des protoc@eistantssont isss de
SC embryonnaires murines ou humaines. Alorslgsietudes du potentiel de différenciation
des cellulesouches adultegn particuliedes iPSC humaing3$ ableau 2, sont raresCe n’est
gue danda derniere décennie qupielqes chercheursnt commené a étuder le potentiel
thérapeutique des iIPSC humaines pour les surdités neurosensareltpse récapituldée
tableau cidessous.

Groupe Année| Journal But de I'étude Références
Hashino | 2017 | Nature Biotechnolgy Différenciation 2D des| (Koehler et al., 2017)
hiPSC en CC
Heller 2016 | PNAS Différenciation en 3D | (Ealy et al., 2016)
des hiPSC en CC
Wang 2016 | Stem cells Correction génétique | (Tang et al., 2016)
translational de la Myo7a
medicine
Wang 2016 | Cell death and Correction génétique | (Chen et al., 2016)
differentiation de la Myol15a
Omrri 2016 | Acta Oto Différenciation des (Taura et al., 2016a)
Laryngologica hiPSC en neurones du
ganglion spiral
Nakagawa| 2015 | Neuroscience Différenciation en (Ohnishi et al., 2015)
Letters monocouche des
hiPSC en CC
Nayagam | 2014 | BioResearch Open | Différenciation des (Gunewardene et al.,
Access hiPSC en progéniteurs 2014)
neuronaux

Tableau 2 :Etudes ayant difféerencié des hiPSC en cellules otiquasvitro

On dénombre tres peu de travauxlia différenciation otique des iIPSC humainparmi
lesques celui d’Ealy et ses collaborateurs. Dans cette étudechescheuroont comparde
potentiel dadifférerciation en gpogéniteurs otiquede deux typedecellules souchesles ESC
et les iPSChumaines.Les cellules ont été cultivées dans un systeme 2D, en présence de
modulateurs devoies Wnt, BMP, FGF et TGB. Cestravauxont montré quées deux lignées
étaient capablede se différencier en progéniteurs otiques apres 18 jomdudtion(Ealy et
al., 2016) Uneautre étude trés récente de I'équipe Hashondfirme cegésultats en utilisant
aussi &s ESC et des iPSC humaiifiésehler et al., 2017A la différence de la premiére étude,
dans celleci, les cellules ont été cultivées en 3D. Cette méthode de culture a I'avantage de
fournir un environnement plus réaliste, d’'un point de vue physiologique, auquel sont

confrontées les cellules dans l'organisme contrairement a la culture aelada®D. Ellea
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montré que les cellules exprimaient non seulement des marqueurs de la plapcsa d1i8,
mais aussi des marqueurs de CC notamment MYO7A et ESPN apres une difiéreadatg

terme allant jusqu’asD jours. (Koehler et al., 2017).

Mon travail de these g&tinscrit dans le cadre de ces recherchasjectif de mon projet
de these était de trouver un protocole fiaplermettant lalifférentiation des iPSC humaines
en CCet qui serait adapté a la thérapie cellulaire au niveau de I'ocdibe I’'hnomme Pour
cela, nous avons choisi d'étudier leur potentiel de différenciation otique en utilisant une
approche plus simple, lacklture en monocouche» (monolaye). Contrairement aux deux
autres techniques, la culture en monocouche constitue un systéme de cultuseilaés f
manipuler et trées commode a visualiser en imagerie. De plus, cette approche jisolaetd
type cellubire au moment du repiquagee facon a pouvoir le tester indépendamment de ses
partenaires habituels. Il est aussi possible de réaliser desltoes de plusieurs types

cellulaires afin de suivre les interactions cellule/cellule.

5. Objectifs

Le role prmordial des voies de signalisation FGF, Wnt, Notch, 8hBMP dans le

développement de I'Ol, estdn décrit dans la littératur€omme nous I'avons expliqué dans

les section précéderes, ces voies communiquent entre elles d’'une fagon permanente et
induisent la formation de la placode otique ainsi que la difteagon et la spécification des
cellules sensorielles notamment les cellules ciliées. Cependant, si leut hienexabli dans

le développemerih vivode I'Ol, leur rble exacin vitro reste encore mal connu, notamment
lorsque veut générer des cellules otiques a partir de cellules souches. Eesgifetdcoles de
différenciation otique existants sont contradictoires et demeurent insatisfaip@ns®nne n’'a
encore réussi abtenir e population homogene exprimant exclusivendad marqueurs

otiques.

Ainsi, le butmon travail de thesétait d’étudieles mécanismese différenciatiordes
cellules souches pluripotentes induites humaines en progéniteurs ditge® 12). Mon
objectif principal était de déterminer lesnditions optimales permettagiameélioreda pureté
des progéniteurst d’obtenir une population homogene c&lulesotiqueen grand nombre
Pour évaluer I'efficacité et la reproductibilité des différgmtstocoles testés, plusieurs lignées
d’'hiPSCont été utiliséesLe phénotype des cellules générées a été examiné en utilisant
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différentes techniqguesomplémentairesllant dela biologie moléculaire (QPCR, Fluidigm,

RNAseq) jusqu’a immunocytochimie.

Au début de ma thése, j'ai contribué a des études pour mieux comgrienplieation

de la voie NOTCHau cours de la différeration des hiPSC en cellules otiqu&es travaux
antérieurs de mon équipe d’accueil @gaimontré I'implication cette voie datesrégénération
des cellules ciliéem vivo: ils ont montré que I'inhibition de cette voie avec la GSI (gamma
secretasénhibitor) induisat une différenciation des cellules cili§&avary et al., 2008; Zine,
2003; Zine et al., 2000, 200Lela nous a menés a nous demander si cettatinhiaurait le
méme effetin vitro. Si oui a quelmoment faudraitl inhiber cette voie? Quelle est la
concentration a utiliser Quelle esta durée de traitement optimale qui induirait le meilleur
effet sans étréoxique ? La réponse a toutsss questions a fdiobjet de mon premiearticle,
intitulé : Modulation of Notch pathway enhances inner ear otic sensogfl dlifferentiation

from human induced pluripotent stemedis.

Par la suite, afin d’améliorer encore plus mon protocole d’induction, jesuise
intéressée a d’autres voies de signalisatiotaemment la voie Wnt et son role déimgluction
de laplacode otique et la spécification des cellules ciliées. Ce travail sera résumeéotians m
deuxieme articlentitulé : Modulating FGF, TGF-# and WNT signaling pathways to

differentiate human induced pluripotent stem cell into hair cdike cells
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Figure 12: Stratégie de différenciation des cellules souches pluripotentes induites
humaines (hiPSC) en cellules otiques

Apres caractérisation de la pluripotence de nos cellules, elles ont été différenciées en cellules
otiques selon plusieurs étapes. Débutant d’abord par I’induction de I’ectoderme et du domaine
pré-placodal. Ensuite, la formation de la placode otique puis la vésicule otique. Enfin, la
spécification des cellules sensorielles notamment les cellules ciliées. Durant ce processus, nous
avons modulé plusieurs voies de signalisation, impliquées dans le développement de 1’oreille
interne in vivo, en particulier la voie FGF, TGF-, WNT et NOTCH. Afin d’examiner le devenir
de nos cellules, nous avons exploré 1’expression des marqueurs otiques, caractéristiques de
chaque stade de développement (fleches bleues), par qPCR, par Fluidigm et par
immunocytochimie.
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RESULTATS
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1. Roble de la voie Notch dans la différenciation des hiPSC en
cellules ciliées

1.1. Objectifs de I'étude

Quelle que soit sa cause, la surdité neurosensorielle est bien souvent liee a la perte
irréversible des cellules sensorielles, notamment les cellules dile&edeficits auditifs qui en
résultent sont définitifs et aucune thérapie n’existe actuellement poigecaes surditésle
seul moyen pour y remédier edtitiliser des prothéses auditives des implants cochléaires.

Au cours des dernieres années, la compréhension degjbaséigues et moléculaires
qui soustendent le développement des cellules ciliées, en plus de la découverte des cellules
souchespnt permis la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiquesaviégénérer
les cellules ciliées endommagé a restaurer la fonction auditive. Ainsi, un grand pas vient
d’étre franchi das la définition des conditions permettant d’isoler, de cultivee dtfterencier
des cellules souches embryonnaires et des cellules reprogrammeéesliubs ciliées
mécanosensibles. Cependant, les protocoles de différenciation existants demeurent
insatsfaisants et controversés, notamment par rapport aux voies de signaisgtiessaires a

la spécification des cellules ciliées.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a I'étude du role de la voie Notch dans la
régénération des cellules ciliées. Nous présentons un nouveau protocolerdeaitfién des
cellules souches pluripotentes induites humaines (hiPSC) en cellulassotigapproche
expérimentale consiste a différencier les hiPSC en monocouche en deux @apiesiuie la
formation des progéniteurs otiques, IBEPSC sont d’abord cultivées sur une matrice
extracellulaire (laminingpendant 13 joursous traitemerffGF3 / FGF10Ensuite, les cellules
obtenues sont transférées sur un nouveau support (gélatine) et cultivées pendantinae sema
en présence soit d’AR+EGF, soit d’'un inhibiteur de la voie Notch. Enfin, les cellules sont
collecttes a differents temps pour examiner leur phénotype. Les analyses
immunocytochimiques et quantitatives des marqueurs otiques montrent que I'inhéifioe t
de la voie Notch favorise la différenciation des hiPSC en cellules ciliées. Cé ¢t@avaime
l'importance de la voie Notch dans la différenciation des hiPSC en CC, et aljt t'un

premier article, que nous venons de soumettre pour publication.
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The inner ear represents a promising system to develop cell-based
therapies from human induced pluripotent stem cells (hiPSCs). In the
developing inner ear, Notch signaling plays multiple roles to specify otic
sensory regions and for further cell fate determination. Optimizing hiPSC
induction for the generation of appropriate number of otic progenitors and
derivatives, such as hair cells, may provide an unlimited supply of cells for
research and cell-based therapy. In this study, we used monolayer
cultures, exposure to otic-inducing agents, Notch signaling modulation, and
cell type marker expression analysis to track early and late otic sensory
lineages during hiPSC differentiation. We first derived otic/placodal
progenitors in @ medium supplemented with FGF3/FGF10 over 13 days.
The generated progenitor cells were treated for 7 days with retinoic acid
(RA) and epidermal growth factor (EGF) or a Notch inhibitor. Differentiated
cultures were analyzed in parallel by quantitative RT-PCR and
immunocytochemistry. After 13 days, hiPSC-derived cells uprequlated a
panel of otic/placodal markers. Strikingly, a subset of these induced
progenitor cells displayed key-late otic markers in cultures under Notch
inhibition as compared to RA/EGF-treated cultures. Our results show that
modulating Notch pathway during in vitre differentiation of hiPSC-derived
otic/placodal progenitors is a valuable strategy to promote the expression

Abstract:

Mary Ann Liebert Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801



Modulation of Notch Pathway Enhances Inner Ear Otic Sensory Cell Differernation

from Human Induced Pluripotent Stem Cells

Hanae Lahlot Alejandra Lopezluarez, Arnaud Fontbonrie Emmanuel Nive Azel Zing-?

1Aix Marseille Université, CNRS, LNIA UMR 7260, 13331, Marseille, France
2Aix Marseille Université, CNRS, NICN UMR 7259, 13916, Marseille, France
3Université de Montpellier, Faculté de Pharmacie, Montpellier, France

Correspondence : Prof. Azel ZINE, Ph.D.

Laboratoire des Neurosciences Intégratives et Adaptatives (LNIA)
CNRS UMR 7260

Aix-Marseille Université

3, Place Victor Hugo

13331 Marseille, France

Phone : +33(0)413550894

Abstract

The inner ear represents a promising system to developasst therapies from human
induced pluripagnt stem cells (hiPSCs). In the developing ear, Notch signaling pldiplenu
roles to specify otic regions and for further cell fate determination. Optimh#R$C induction

for the generation of appropriate number of otic progenitors and derivatichsas hair cells,
may provide an unlimited supply of cells for research andbasleéd therapy. In this study,

we used monolayer cultures, etiucing agents, Notch modulation, and marker expression to
track early and late otic sensory lineagkging hiPSC differentiation. We first derived
otic/placodal progenitors in a medium supplemented with FGF3/FGF10 over 13 days. Thes
progenitor cells were treated for 7 days with retinoic acid (RA) and epilgrovath factor
(EGF) or a Notch inhibitor. Gferentiated cultures were analyzed in parallel by g°PCR and
immunocytochemistry. After 13 days, hiP8€rived cells upregulated a panel of otic/placodal
markers. Strikingly, a subset of these induced progenitor cells displaydat&ejtic markers

in cultures under Notch inhibition as compared to RA/E@Rted cultureur results show
that modulating Notch pathway during vitro differentiation of hiPS&lerived otic/placodal
progenitors is a valuable strategy to promote the expression of human laenstiydineage

genes.
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Introduction

Hearing loss and vestibular dysfunction have become the most common forms of sensory
deficits [1]. The inner ear is a highly specialized sensory organ contamuidigory and
vestibularhair cells (HCs), which are located within specialized receptors that sense mechanical
energy, generate electrical impulse and subsequent propagation of the signatedntihle
nervous system [2]. In the inner ear, HCs are derived from differentiati@arty otic
progenitor cells through precise temporally and spat@ilyrdinated gene expression patterns,
this process is orchestrated by complex signaling cascades that ensuegatprdeni3, 4].

A normal human cochlea contains approximately 16,000 sensory HCs forming one row of inner
HCs and three rows of outer HCs. In addition to their very limited number, theseysesitsor
aresusceptibleéo damage from a variety of insults, ranging framinoglycoside antibiotics to

loud noise exposure, genetic mutations, or the effects of aging. In contrast tatheabilea

able to regenerate lost HCs [5, 6], in mammals including humans, once lost,eH@sbile to
regenerate and any resulting hearing loss is permalrettie past few years, stem eblsed
therapy approaches toward translating degelopment to produce HCs from stem cells has

received substantial interest in the fifld 8].

The generation of replacement HCs from a renewable source of otic poogetis remains

one of the principal requirements for the development of abeskd therapy within the
mammalian inner ealt has previously been shown that murine embryonic stem cells (MESCs)
are capable to differentiate toward an otic epithelial linéaggro [9—14]. Furthemore, initial
studies with human embryonic stem cells (hESCs) revealed their ability teedifégée along

an otic neurogenic lineage, giving rise to neurons with a partial functiest@ration of HC
innervation in an animal experimental model of auditory neuropathy [15, 16]. Although it has
been previously reported that hESCs challenged with retinoic acid (RA), epldgmomvth
factor (EGF), transirming growth factobeta TGFp) and other growth factor ligands
differentiated into Hdike cells with arudimentary resemblance to native HCs, the efficiency
of otic induction was limited. Accordingly, available differentiation protocasain
unsatisfactory and require further investigation to obtain higher yields of HCsommexity

to reach this objective stems from the diversity of signaling pathways invaiviether ear
development. Despite enormous progresses to unravsighaling cascades governing late
otic sensory progenitor differentiation, and their sequential orchestratiomg di@velopmet,

otic cell fate determination remains not fully understood yet. Therefore, ote aurrent
challenges is to identify key developmental signaling pathways, aasvebw and when they
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have to be modulated, for tirevitro production of otic placodadrogenitors and their further

efficient differentiation into human late osensorycell fate.

To that end, human pluripotent stem cells, either form embryonic origin [17] or obtained by
cell reprogramming [18], namely human induced pluripotent stem cells (B)Pl&e received
considerable attention as cellular platform for ith&itro production of a cell type of interest

by recapitulating the developmental steps leading to otic cells. Indeed, thatiesr teetf
renewal and pluripotency featureseyirepresent a suitable source for itheitro generation

of a large number of otic progenitors and their derivatives, including MGeover, in the
future hiPSCs may serve as an autologous source of replacement for HCsanos in the
injured inner ear, if their differentiation to early placodal/otic progendarklate otic sensory
lineage is first successfin vitro.

Among themolecular pathways that regulate otic specification and differentiaimimg
embryonic developmenthe Notch signaling pathway is a critical player-{249]. In addition,
numerous studies have reported that Notch inhibition, in damaged cochlemséewxithe
conversion of inner ear stem cells to HCs by a mechanism that involves the upyegflati
bHLH transcription factorAtoh1[25, 26]. This Notch signaling pathway is a highly conserved
signaling system that regulate cell fate and developmerdriaty of tissue compartments in
metazoanf27] and recently revealed to play a crucial role in the regulation of stem cell yathwa
[28, 29. Overall, numerous data suggest that Notch inhibition is an important mechanism at

play during otic specificatioand differentiation.

In this study, we investigated whether a disruption of the Notch signal pathway deuatdef
differentiation of hiPSCs into late otic sensory celtscompared to a previously reported
RA/EGF treatment in adherent monolayer culture sygth To follow the generation of
human inner ear otic cdiheage, we monitored the expression of a comprehensive panel of
early otic/placodal and late otic lineage markers in parallel by using quantieslverePCR
(qPCR) and immunocytochemistry analyses. Our results show that modulataingddtway
during the differentiation of hiPS@erived otic progenitelike cells is a valuable strategy to
efficiently generate human inner ear late otic sensory geN&tro. This work could provide

the basis to better understand the mechanisms controlling human otic lineagmntiitien

and contribute towards developing a cell-based therapy approach for innesoede rd.
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2. Materials and Methods
2.1.hiPSCs Culture and Maintenance Method

The hiPSCs ChiPS@ line was provided by Cellartis Bioresearch (Goteborg, Sweden). This
cell line was derived from fibroblasts of healthy human donors and reprogrammesihiyy
polycistronic retrovirus technology, based on the transduction of Oct3/4, Sox2, Klf4; and ¢
Myc transcription factorsl8, 3Q. The hiPSCs were maintained using a proprietary feteder
culture system, they were plated at a density of 40,8000 cell&cm? onto coated dishes
with a DEFCS™ COAT1 matrix (1:20, Cellartis) diluted inBBS (+/+) (Gibco by Life
Technologies). Cells were expanded in BEE™ 500basal medium, daily supplemented with
DERCSTM GF1 (1:333), GF2 (1:1000) and GB (1:1000) addives (Cellartis). When the
cells were confluent at 880% (about 57 days), they were passaged using TrypLE Select®
(Life Technologies). The cells grew very quickly, and in less than a week, wkeprogked to

the second passage, seeding the cells on a larger surface, and so on, until having bieveral mi

of cells. Then, they were frozen or differentiated into inner ear otic progenitor
2.2. Early Otic Placode Induction

We performed initial otic placodal induction from hiPSCs using a monolayeredystem
previously described for the differentiation of human embryonic stem cells (DE&Gs
neuronal and epithelial celld§)]. In our study, undifferentiated hiPSCs, from passagezl118
were seeded at 30,000 cellsfapmto coated laminin flasks & pg/cn?, R&D Systems). Cells
were cultured in DFNB basal medium (DMEM/F12 with N2 and B27, Giboyp Life
Technologies), supplemented with Fibroblast growth factors, FGF3 (50)ragicthFGF10 (50
ng/ml) (R&D Systems) from the first day until the end of the induction period (i.e18pyihe
medium was replaced every 2 days.

2.3. Late Otic Cell Differentiation

To induce differentiation into late otic cells, dissociated otic/placodal pitogenbtained fom

the initial otic induction were transferred onto gelatin coated flasks at 80,d6@rcéland
cultured in DENB medium, supplemented with either RA (1 mM, Sigma) and EGR(20 n
R&D Systems) or with a gamnrsecretase inhibitor at 5 uM, i.e. difluomizeneacetamid
(DBZ, clinical grademolecule, Tocris Bioscience). Exposure to either RA/EGF or DBZ was

initiated from dayl4 until day20 and the medium was replaced every 2 dAygifferent
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culture periods, qPCR and immunostaining were performed arelitiated cells and analyzed
for the expression of early otic/placodal markers (i.e. PAX2, PAX8, DLX5, &) Bnd late
otic (i.e. ATOH1, POU4F3, MYO7A) sensory markers.

2.4. Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reactio@TIR)

Total RNA was extracted from undifferentiated and differentiated ceiligy use PureLinR

RNA Mini Kit (Life Technologies) according to manufacturer’s instructioo®NA was
synthesized from 1 pg of RNA (per sample), using Higipacity RNAto-cDNA™ Kit (Life
Technologies), 5 pl of cDNA were submitted to qPCR reaction. Quantitative R was
performed with TagMédh Fast Real Time PCR System, according to the manufacturer’s
recommendations (Applied Biosystems). Primer pairs used are listed in (8epmeyTable
(S1)).Gapdhgene served as an endogenous control for evaluation of all mMRNA levels. fror eac
experiment, different cDNA samples were analyzed in duplicate. Relative genesexpres
values were determined using the compara?ive*“® method aftemormalization toGapdh

gene B1].
2.5. Fluidigm Assay

After preamplification PCR, gPCR was performed using the -ighughput platform
BioMark™ HD System and the 96.96 GE Dynamic Arrays (Fluidigm Corporation, CA) USA
in triplicates in assays following the manufacturer's prot(82}| The data were analyzed with
RealTime PCR Analysis Software in the BioMark instrument. Ct values were ggeddy
automatic threshold for all assays, with derivative baseline comegtmg BioMark Real
Time PCR Analysis Software 4.1.3 (Fluidigm).

2.6. Cochlea Whole-Mount Surface Preparations

The cochlear epithelium preparations were collected from newborn Swistypéldanice (P1).
After decapitation, the temporal bones containing the inner ears were renmmwetthér skull,
the cochleae were opened and the cochlear epithelium was separated from tihesnbgdio

microdissection.
2.7. Immunocytochemistry and Microscopy

In vitro differentiated cells and cochlear whole meprgparationswere fixed with 4%

paraformaldehyde in phosphdieffered saline (PBS) for 15 min at room temperature.
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Unspecific binding was blocked in 0.3% Tritor200, 10% normal donkey serum and 1%
bovine serum albumin in PBS for 30 min. Then, samples were incubaarght at 4°C with
specific primary antibodiesSQpplementary Table (S2¥iluted in the same buffer without
Triton X-100. Afterwards, they were washed and incubated with the corresponding AlexaFluor
(Molecular Probes) secondary antibodies and theenwatre counterstained with Hoechst.
Control experiments including negative control (i.e. without primary antibodieske
processed in paralleSamples were mounted using Prolong Gold Antifading reagent on
Superfrost glass slides (Life TechnologieE)e images were acquired with a Zeiss confocal

microscope LSM 710 NLO Zeiss and Zen software (Zeiss, Jena, Germany).
2.8. Cell Counting an&tatistical Analysis

The cells were counted manually using Graphic tools of Zeiss computeasofiien 2012,

blue edition). The fraction of immunopositieells among the total number of cells identified

by Hoechst was used to label all nuclei in at least five fields per coverslip inresitio
condition. Three independent experiments were conducted for each determination and data
were expressed as mean = sem. Graph Pad Prism software was usedtioalstaiasysis. All

results are presented as the mean + sem (staedand of the mean) of the independent
experiments. Data were analyzed using the Studetd's br onevay ANOVA. Differences
between means were tested by Makhitney test. Statistical difference was reported for p
values below 0.05, an asterisk indicasggnificant differences between meang € 0.05;* p
<0.01;» p <0.001).
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3. Results
3.1.Efficient Differentiation of hiPS@erived Otic/Placodal Progenitors

With the aim to study the differentiation of hiPSCs into a late otic sensory cefidinea used

a fully characterized hiPSCs line expressing the hallmarks of plurpoterarkers as
confirmed by immunolabelling for NANOG, OCT3/4, SSEA4 and SOX2 (fupentary
Figure (S1)). In our differentiation experiments, we used a gustieolwise strategy with
hiPSCs growing as adherent monolayers (Figure 1(a)). First, in an atierdptive early
otic/placodal progenitors from hiPSCs, we tested whether enrichilZBQtlture medium
with FGF3/FGF10 was sufficient to trigger their induction into early otic lineagéhis was
previously reported with hESC44]. First, we observed that hiPSCs underwent a rapid and
profound morphological changes upon FGF3/FGF10 treatment suggesting their dfierent
(Figures 1(b), 2(a)). To determine whether the cells start diffenagtisiward the early otic
lineage, we assessed the dynamic expression of a panel of lineage markerstdrmav
expressed during the otic placode developmental stage. We focused on the changes in the
expression of transcription factors belonging to ph&, dlxand gata gene families, among
which some are key markers known to define otic placode identity [33Vi84é specifically,

we used a combineskpressiorof PAX2, PAX8, GATA3 and DLXfgne markers to track the
differentiation of hiPSCs toward early placodal otic cell lineage. Anabfgignscript relative
expression of these genes showed that differentiated cells from hiPS@sxstassinghese
markers by day in vitro (Figure (2b)). Confirming these first observations,
immunocytochemistry analyses revealed that PAX2, GATAS3, DLX5 and PAX8 visre a
expressed at the protein level in a subset of the differentiated cells (FigPrénZerestingly,
some of these differentiated cells displayed double immunolabeling for DLX5 and&AT
markers (Figure. 2(d)As early as da¥ in vitro, quantitative analysis revealed that PAX2,
GATAS3, DLX5 and PAX8 were respectively expressed by 13.68244%,10.32%+t 1.57%,
23.03+ 4.28 and 6.89% 4.28% of differentiated cell$={gure 2(c)).These results suggested
that a subset of differentiating cells was rapidly engaged toward theaxtmdal lineage during
the time course of oun vitro inducion procedure. We then checked whether extending the

exposure time to FGF3/FGF10 could contribute to improving the outcome of otic diffeoentiat
(Figures 3(a)3(c)).

PCR fluidigm analyses of a panel of otic placode stage markers indicat&AKa; GATA3
and DLXS5 transcripts significantly increased after 13 days of differentiatiom, RRX2 and
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GATA3 being expressed at a greater level when compared 16 daglifferentiation (Figure
3(a)). On the contrary, we observed tRaiX8expression was lostpnfirming a transient and
early expression d?AX8during otic differentiation. To confirm our results, we next quantified
PAX2+ cells at this time point of differentiation. Interestingly, the tempordysisaof PAX2+
cells showed a significant and pressive increase of PAX2+ cells levels froh2.68% +
2.12%,* p = 004 at day6 up to £9.34%+ 351%,** p= 0009)at dayl3 of our invitro
differentiation (Figure 3(c)). Of importance, this paired box transcripéictof, PAX2 has been

deemed as one of a crucial otic/placodal lineage marBgérs3§.

Together, our results demonstrate that FGF3/FGF10 treatment is suffciémiuce the
differentiation of a subset of hiPSCs toward the otic/placodal lineage asigadyb in vitro,
and that an extended subsequent exposure to the same inducing agents contribute tord significa

increase in the number of otic progenilie cells by dayl3in vitro.
3.2 Notch Inhibition Enhances Differentiation into Otic sensory Makkgpressing Cells

Next, we asked whether newly generated hifi®fved otic/placodal progenitors could be
further differentiated into late otic cells able to generate irtt@like phenotype. To this end,
cells at dayl3 of differentiation were switched to a culture medium containing RA and EGF,
modulators of two signaling pathways that are active during inner ear developmemasRA
pleiotropic functions during embryogenesis and is also known to expand otic comepetenc
within posterior placode during inner ear development [37,\88greas EGF participates in
regulating then vitro production of HCs in embryonic and early postnatal inner[88r40].

Of interest, it has beeshown that synergistic interaction between RA and EGF can induce
differentiation of HClike cells differentiation from hES(46].

In this study, after 7 days of differentiation under a combR&EGFtreatment (Figure 4(a)),
gPCR assays were perform@dexamine a possible progression of otic/placodal progenitors
derived hiPSCs into late otic markexpressing cells. Analysis of transcript expression data
revealed a significant downregulation of most early placodal/otic markters 7adays of
RA/EGF «posure, suggesting a possible cell fate transition and further commitment of the
hiPSGderived otic progenitors (Figure 4(c)ptrikingly, PAX2 relative gene expression
returned to a basal expression level. Interestingly, this loss of placadph@genitor identity

as revealed by the decregsex2relative gene expression level (4767.41) atday-13vs
(3.79+ 1.87)at day20 (Figure 4(c))was accompanied kg significant upregulation of some
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late otic markers, such #sTOHL1 (Figure 4(d)).Paralleling this observation, the significant
downregulation of pluripotency marker transcript levels confirmed that dunngitro
differentiation mostells had lost their pluripotency features by day-20 (Figure 4(b)).

The overall results of these gene expression analyses revealed that intpataléss of early

otic placode markers upon RA/EGF treatment, hif@fved otic progenir-like cells start
expressing a subset of late otic gene markers. In order to assess whethezaithents could
ameliorate the specification of otic progeniliée cells into a late otic phenotype, we decided

to evaluate the impact of Notch inhibitiacn our hiPS@derived cell cultures. Indeed, data from

our laboratory and others have demonstrated a crucial role of Notch signaling in otic
development and celate decisiong19-24]. Accordingly, we next examined whether a
disruption of Notch pathway could differentially affect the late otic sensoeade from

hiPSGderived otic/placodal progenitors as compared to RA/EGF treatment.

To evaluate the impact of Notch inhibition on atall differentiationin vitro, hiPSCGderived

otic progenitor cells from dag3 were subjected to a treatment with gans®eretase inhibitor
(DBZ compound, 5 uM) over a omeeek period (Figure 5(a)). At the end point of DBZ
treatment (i.e. dag0), differeriated cells were harvestén analyse the expression levels for
a panel of late otic gene markers #meir relative expression levels were respectively compared
between the DBZ and RA/EGFeated age matched cultures (Figure 5). Similarly to what we
obseved upon RA/EGF treatment, gPCR analyses on Bated cells showed the
downregulation of otic/placodal markers. RemarkaBBX2downregulation wasignificantly

higher in DBZtreated cultures compared to RA/EGEatedcell cultures (Figure 5(b)).

To examine the role of Notch signaling in late otic differentiation, we then evaliteelative
gene expression levels of major downstream effectors of Notch pathway involveidfatece
processes in the developing inear[41-43].OurgPCR analyses revealed that DBZ treatment
leds to a significant downregulation BEES5and LFNG that are two crucial components of
Notch signaling pathway (Figure 5(c)). This decreaseHEBS5 and LFNG transcripts was
accompanied with a significant increasehe relative expression of the late otic marker (i.e.
ATOHY) in DBZ compared to RA/EGHKeated cultures, suggesting a greater effect of Notch
inhibition on late otic commitment. In addition, we observed thaMi®©7Aencoding gene
was also significafht upregulated in DBAreated cultures (Figure 5(d)). MYO7A being one of
the specific initial HC proteins, we next checked whether MYO7A protein expnessuld be
detected in the DBZreated cells. Immunolabelling against MYO7A confirmed that MYO7A
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could be detected in DBAreated cultures. Strikinglywe observed that aboub®15% =+
9.75%, * p = 0.04)of differentiated cells were immunopositive fdYO7A in DBZ-treated
cells, in contrast to4(83%= 0,96%) in RA/EGFtreated cellgFigure 5(e))Furthermore, co
immunostaining analysis revealed that MYO7A+ cellegpressed another important late otic
sensory marker i.e., POU4Bigure 6(). Of importance, the specificity of the MYO7ahd
POU4F3 immunophenotype was corroborated by their expression in-mloolet preparations

of postnatal dayl mouse cochlea (Figures B8(f)). As in thein vivo tissue, we found the
same expression pattern, with POU4F3 confined to the nucleus and MYOTA located in the
cytoplasm. Noticeably, the expression pattern of MYO7A in our differentiatlsdwad mainly
confined in a perinuclear cdixe structure that may indicate a polarization of the generated
cells (Figure 6(c)) matching with a Hike phenotype, but also probably reflect their
immaturity when comparea theirin vivo counterparts with a broader distribution within the
entire cytoplasmAltogether our data suggest that Notch inhibition promotes the differentiation
of late otic and initial HC markefsxpressing cells from hiPS@erived placodal/otic

progenitors in the treated monolayer cell cultures.
4. Discussion

Regenerative medicine offers reasonable expectations for the potential tredtmert ear
disorders through the replacement of lost or damaged sensory cells. Initial advatice
differentiation of murine ESCs/iPSCs into HCs and nelii@ncells P—14 have paved the

way for similar progresses with pluripotent stem cells from human origompelling
evidences accumulated over the last decade support that the hiPSC technblagfemw
multiple perspectives for stem cell biology research, disease modefingaapes and cell
based therapies in many different types of tissues. In the case of the innemesaf the
challenges is to better define the developmental signaling pgghasad their sequential
activation/inactivation for the efficient vitro production of human inner ear placodal/otic
progenitors and their further efficient differentiation into late otic sensahjike cells. In this

study our aim was to promote theman placodal/otic induction process and the generation of
late otic sensory lineage cells by exploring and comparing the effetitsedf modulations of
major signaling pathways during hiPSCs differentiateditro. Our results showed that the
expresson of otic/placodal lineage markers can be induced through the activation of the FGF
signaling pathway by FGF3 and FGF10 ligands, suggesting that human placodal development

and otic inductiorfrom hiPSCs is also an F&fependent process, as previouwddynonstrated
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with lineage guidance ohESCs [914] andhESCg[16, 44].In addition to PAX2 expression
during the time course ah vitro induction, one of the critical otic/placodal lineage markers,
our results showed a population of hiR&&ived otic/placodal progenitors thatexpressed
other markers such as, DLX5, GATAS3 and PAX8, which are generally fouhe imative otic
placode. Although not specific individually, the combined expression of multiplplatotal
gene markers has been previously appreciated as a good indicator for oticitieeéigd 16,

34, 44]. Thus, our results suggest that R€efated hiPSCs lead to the geaten of a subset of
cells that resemble human otic progenitor cells. After this induction phasetedeappropriate

in vitro conditions that could enhance the ability of otic progenitors to further diffeieitta
cellsexpressing late otic sensdimigeage markers. To this end, the differentiation potential of
these otic progenitorgerived hiPSCs has been tested under Notch inhibition (i.e-tBBed)

as compared to another culture condition using RA/EGF treatment previously defined t
promote HG@in vitro from hESC416].

In the current study, we used the most ultimate markers (ATOH1, POU4F3 and MYQO7A) of
differentiating HCs to examine for a possible sensory cell identity aftdecbeng human otic
progenitors with either DBZ compound or RA/EGF supplements for an additional 8 days in
culture. The late otic sensory lineage specification depends on the proneuratiopdraad its
interactions with other transcriptidactors[45]. Atohl, is necessary and in some contexts
sufficient for early iner ear HQdevelopment [46 Thepou4f3andmyo7agenes are expressed
in differentiating HCs during their earljevelopment47,48] shortly afteratohl expression
and considered to be initial HC markers in otic linestgelies [25, 4b

Of interest, our gPCR analysis revealed a significant up regulatiatolof expression when
early otic progenitor cells were exposed to RA/EGF. This observation fitghweitroles of EGF
and retinoid signaling in inner ear development and with a prevemast from a hESC study
[16]. It has been also demonstrated that thesiRzaling regulates otic vesicle formation

vivo [37], whereas EGF receptor ligands i.e., EGF/T{36fomote proliferation and/or
maintenance of inner ear progenitor cells undeneefn vitro conditions B9, 4Q. In contrast,

for otic progenitors maintained 8 dagsvitro under Notch inhibition, we observed a significant
increase in the relative expression of batbthlandmyo7agenes as compared to their levels
in agematchedRA/EGFtreated cultures. In addition to the magnitude of the fold changes of
these markerghallenging early otic progenitors with DBZ compound resulted in generating
(-50% of tota) of differentiated cellSmmunopositive for MYO7A when compared to
RA/EGFtreated cultures-$% of total).
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Our immunostaining results provide additional insight and support the efficient poonadti
otic sensory lineage achieved under Notch modulation, which leads also to differegitiate
populations that were double immunopositive for MYO7A and POU4F3. Interestingly, us
an embryoid body model Costa et @3], generated Hdike cells (i.e., MYO7A immuno+
cells) using mouse ESCs by genetic programming through combined overexpoéssohl,
gfil andpou4f3transciption factors.

In DBZ in vitro condition, we observed a concomitant decrease in a relative expresises® of

a bHLH gene andhfg a Fringe gene which are both components of Notch signaling when
compared to the results from the RA/E@€ated cultures. This result was in accordance with
our previous finding that a pharmacological inhibition of Notch signaling in mouse ianer e
tissue specifistem cells differentiated in a sphere model led to a significant downregulation
of Hes5[49]. Furthermore, a remt study demonstrated that initial fgensory cell fate is
regulated by Fringe activity, required low levels of Notch signaling and seasitive to
changes in signaling in the mouse developing cochlea [24]. Another subsequentecell fat
decision operates a lateral inhibition mechanisto sort out supporting cells and HCs during
organ of Corti development [19, 22, 23]. This second cell fate process was reported to not
require Fringe activity and was much less sensitive to small changes mdigptaling activity

[24]. Taken into account the increase in the expression of late otic sensory markers and
downregulation ohes5andInfg known to modify Notch signal transduction properties [50], it
would be consistent that in our vitro differentiation system, a pharmacological reduction of
Notch activity for a week could likely affect the otic sensory cell fate whickrigoon Fringe
proteins regulation in combination with Notch downstream mediatorsHegexpression.
These resultsevealed that human otic progenitors derived from hiPSCs were capable of
differentiation into cellsexpressing markers for otic sensory lineage, which was enhanced by
pharmacological modulation of Notch pathway as compared to cells exposed tGRA/E
Although, human otic progenitors differentiated either under EGF/RA or DBZ compound
displayed expression of Hi@itial-specific markers Myo7A and Pou4F3, their expression was
not sufficient to promote the formation bhir bundlelike structures as was reportéal
differentiated murine pluripotent stem cdll®, 12, 13]. However, the lack of hair bundile
structures suggested that human otic sensory cells generated after Ndtdation were at a
nascent state of commitment to HC phenotype and fail to continue final maturatios in t
conditions provided by our hiPSC culture system. Additiom&itro studies are warranted in

order to check whether simultaneous inhibition of Notch and activation of RA/EGF or other
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signaling pathways may provide proper instive cues for late otic cells to fully mature and

generate human Hiike cells harboring functional hair bundles.

In conclusion, our findings provide a useful human induced pluripotent stem cell diffeoantiat
assay to generate large numbers of oticfat progenitors with a propensity give rise to

late stage otic cells (Figure A.distinguishing feature of this oriented differentiation by using
this monolayer culture system is the capacity to fairly reflectirthevo situation as to the
developnent of the inner ear otic sensory lineage. This study could provide a foundation to
reach a better comprehension of the molecular mechanisms controlling human otic
differentiation and a useful step toward future explorations of the transplantateighaif

characterized human otic progenitor cells.
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Figure Legends

FIGURE 1: Schematic summary outlining the monolayer culture otic differentiation from
hiPSCs. (a) In the first step (stepl), hiPSCs atGasre exposed to FGF3 and FGF10 growth
factors until dayl3 for early otic/placodal induction and, in the second step (step2

differentiated into late otic cells by exposure to either RA/EGF or DBZ untiP@ay

(b, ¢) Morphology characteristics of hiPS@arived otic progenitor cells after FGF3/10,
RA/EGF and DBZ treatments respectively. Scale bar = 200 um. Abbreviations3,DFN
DMEM/F12 supplemented with N2 and B27; RA, Retinoic Acid; DBZ, difluoro
benzeneacetamide; EGF, Epithelial Growth Factor; FGF, Fibroblast Grawtir F

FIGURE 2: Development of otic/placodal competence and expression of early lineagesnmarker
in adherent monolayer cultures at é&ayn vitro. (a) A brightfield view of hiPSCslerived
otic/placodal progenitors after FGF3/10 exposure. An example of a colonyyiigydalls with

spindle-like shape, indicating conversiefficiency from undifferentiated

hiPSCsinto early otic/placodal progenitors (insetScale bar = 200 um. (b) A histogram
depicting values that were expressed as fold change relative to hiPSCs TisiR¢R. Data
were normalized to control for the amount of RNA isolated from undifferentiaids (day

0) and this level of MRNA expression was referred as 1. At this stage oféaafRént, a highly
efficient induction of otic/placodal (i.pax2, pax8 and dIXmene markers, compared to hiPSC
cultures. Statistical differences were determined with unpaired Studstsithen comparing
MRNA expression level between undifferentiated {8pgnd differentiated cells (d&) cells.

P values are indicatddy -p < 0.05,+p < 0.01, and+p < 0.001 (n = 3). (c) Quantification of
early otic lineage markers expression revealed by immunocytochermistigborated their
significant upregulation (PAX2, GATA3 and DLX5) in FG¥feated cultures compared to their
percentage in undifferentiated hiPSCs. (d) Representative immunostainingsAX&@, P
GATAS3, PAX8 and DLX5 in day6 otic/placodal cells. A population of PAX2+, PAX8+
(arrows), GATA3+ and DLX5+ cells are observed in these differentiated culloreestingy,

in some areas, cells-@xpressed DLX5 and GATAS3 (dotted circle). Nuclear Hoechst staining

is shown in blue. Scale bars = 50 um

FIGURE 3: Molecular characterization of otic progenitor cells. (a) Fluidigm gPCétwéral
otic/placodal gene markers expsen in FGF3/10 differentiated cells after 13 diaygitro. A

highly efficient expression of kegtic gene (i.epax2 gata3anddIx5) lineage markers while
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pax8 expression is not determined at this stage of differentiation. Data werelizedna
control for the amount of RNA isolated from undifferentiated hiPSCS and this leveldAMR
expression was referred as 1. Statistical differences were determinechpaired Student’s
t-test. P values are indicated with< 0.05,+p < 0.01, and-+p < 0.001 (n = 3).

(b) PAX2 immunoreactivity in differentiated cells further confirms the otic qulatlike
identity at dayl3in vitro. Nuclear Hoechst staining is show blue. Scale bar = 50 um. (¢)

Cell quantification revealed a significant increase of PAX2 immuno (+potigenitor cells at
day-13 when compared to their percentage in f8&posed cultures at d®yin vitro. Statistical
analyses used ANOVA multipleomparaisons, different letters (a, b, c¢) indicate significant

differences between groups (at least p < 0.05).

FIGURE 4: Differentiation of late otic cells. (a) Otic/placodal progenitors from-Hayvere
maintained for one more week (i.e. é2) in mediumsupplemented with RA/EGF. (b) These
differentiated progenitor cells exhibited a significant decrease exgression of pluripotency
factors. (c) They showed also a downregulation of a subset of otic placodal maskers
determined by Fluidigm gPCR. (ij contrast, in these RA/EGF cultures, we observed notable
increase in some gene markeaohl, poudf3, myojdhat define the late otic cell fate and a
significant upregulation citohlexpression. Statistically significant differences are indicated
by -p< 0.05,#p < 0.01 (n=3).

FIGURE 5: Enhancing human late otic sensory cells by Notch inibition. (a) The otiedakc
progenitors from dayt3 were exposed for 7 days (i.e. €20) either to RA/EGF or DBZ
compound. (b) Otic/placodal markers were significantly doggulated in DBAreated when
compared to RA/EGireated cells. (cpownregulation of a subset of Notch signaling genes
(hes5, hes7, Ifgn DBZ-treated when compared to RA/E@#€ated cells. (d) The decrease of
Notch pathway components aftBBZ treatment was accompanied with a significant up
regulation of two late otic markeatohl, myo7atranscripts. (e) Quantification of MYO7A+
cells in differentiated cells from DB#eated and RA/EGF treatedultures revealed large
fraction of differentiated cells expressing MYO7A (5Q%» DBZ treated when compared to
RA/EGFtreated cells (4%).The individual bars visualize the fraction of positive
immunolabelled cells to the total number of Hoedabtled cells. Shown are mean values and
standard dewtions determined in three independent experiments for each data set. Statistical

differences were determined with unpaired Studerteéstt P values are indicated witlfor P
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< 0.05. (f)Representative immunostainipgtterns for MYO7A in RA/EGF and DB#eated
cultures at day20. Scale bar = 20 um.

FIGURE 6: Expression pattern of late otic sensory markersitro mimics their earliest
expression in the developing cochlear epithelium. After one week of treatntbridB#, a
subset of differentiated cells displayedexqpression MYO7A in the cytoplasm (shown in red)
and POU4F3 in the nucleus (shown in green) as their expression patteérmngvio mouse
cochlear whole-mount preparations. Scale bars = 20 um.

FIGURE 7: Schematic representation of the generation of inner ear late otic seaiefyom
hiPSCs by dual stepwise activation of FGF and inhibition of Notch signaling pathwa

adherent monolayer cultures.
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Figure 7 (Submitted in Stem cells and development Journal)
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Supplementary informations

Figure S1. Characterization for pluripotency markers of cultured hiPSCs. Immunostaining of
undifferentiated hiPSCs with antibodies specific for pluripotency markers: NANOG, SSEA4,
OCT4, SOX2, and AP activity. The pluripotency marker molecules were expressed in virtually
all the propagated cells. The immuostaining revealed also the lack of the early differentiation
marker. SSEA1 in hiPSCs maintained in DEF-CSTM 500 culture medium. These
immunostainings are representative for three hiPSC propagation experiments. Nuclei were
stained with Hoescht (blue). Scale bars = 50 um. Abbreviations: hiPSCs, human induced

pluripotent stem cells; AP, alkaline phosphatase.
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Species Provider Reference Dilution

Alkaline phosphatase | mouse Life Technologies Part#962647 1:100
DLX5 goat Santa-Cruz SC-18152 1:50

GATA3 mouse Santa-Cruz SC-268 1:50

MYO7A rabbit Proteus (Coger) PTS-25-6790-C050 1:200
NANOG goat Life Technologies Part#963488 1:100
OCT3/4 goat Life Technologies Part#962649 1:100
PAX2 rabbit Covance PRB-276P 1:100
PAX8 goat Covance SC-16279 1:100
POUA4F3 mouse Abnova (Interchem) |H-5459-M01(DB9310) |1:100
Sox2 goat Santa-Cruz SC-17320 1:200
Sox2 rabbit Millipore AB5603 1:200
SSEA1 mouse Life Technologies Part#963489 1:100
SSEA4 mouse Life Technologies Part#962648 1:100

Table S1 List of antibodies used in immunocytochemical marker expression studies



Gene Name Forward Primer Rerverse Primer

atohl GCAATGTTATCCCGTCGTTCAA TCGGACAAGGCGTTGATGTA

dix3 AGCCTCCTACCGGCAATAC TTCCGGCTCCTCCTTCAC

dix4 GTTTCCAGCACACGCAGTAC GCGTTTGTTCTGAAACCAGATCTT

dix5 GCTAGCTCCTACCACCAGTAC GGTTTGCCATTCACCATTCTCA

duspb AGCAGCCCATGTGACAACA TGCAGAGAGTCCACCTGGTA

eyad CCCTTGAACAGCAGTGAAACC GGGCTGTAGCCACTACTTGTAA

foxil GACAAGCGCCTCACTCTCA CCGGCCTTGCTCTTGTTGTA

gapdh ACACCATGGGGAAGGTGAAG GTGACCAGGCGCCCAATA

gata3 CACGGTGCAGAGGTACCC AGGGTAGGGATCCATGAAGCA

hes1 CAACACGACACCGGATAAAC TGCTCTTCGTCTTTTCTCCA

hes5 AGCTGCTCAGCCCCAAAGA TGCTCGATGCTGCTGTTGATG

hes7 ATCAACCGCAGCCTGGAA TTCTCCAGCTTCGGGTTCC

hmx3 TGGTACCCCTACACCCTGAC CTCTCAGCAAGGCCTTCTCC

kif4 CTGCGGCAAAACCTACACAA CGTCCCAGTCACAGTGGTAA

Ifng ACTCCCACCTGGAGAACC GCGTTCCGCTTGTTTTCAA

myo7a TGAGACCCAGTTTGGCATCA GGTGTCTCGGTTCTTCTCCA

nanog TGCAGAGAAGAGTGTCGCAAA GCTGGGTGGAAGAGAACACA

otx1 GACCTCCTGCACCCATCC CAGCTGTGAACGCGTGAA

otx2 AGGAGGTGGCACTGAAAATCA CTGTTGTTGGCGGCACTTA

pax2 CGGCTGTGTCAGCAAAATCC GCTTGGAGCCACCGATCA

pax8 GCCCAGTGTCAGCTCCATTA GCTGTCCATAGGGAGGTTGAA

phox2b GCCCTGAAGATCGACCTCAC CGCTCCTGCTTGCGAAA

Pou4f3 CCCCGTACTGCAAGAACC CATCAAAGCTTCCAAATATATTACCC

pou5sf1 TGGGATATACACAGGCCGATG GATGGTCGTTTGGCTGAATACC

sall4 CACTGGAGAGAAGCCTTTTGTG CCCCGTGTGTCATGTAGTGA

sox2 AGCTCGCAGACCTACATGAA GGAGTGGGAGGAAGAGGTAAC

sox3 GTGTGAAACGGCCCATGAAC GTGCATCTTGGGGTTCTCCA

spryl ACCATCCTGTTTGGCCTGTA GACTAAGCACATGCAGGTTCC
Table S2 List of genespecific primers used for RGPCR for gene expression studies
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2. Mécanismes d’action de la voie Wnt dans la différenciation otique et la spécification

des cellules ciliés

2.1. Objectifs de I'étude

La technologie des cellules souches pluripotentasiteghumaineghiPSC)constitue
une avancée majeure dans le traitement des surdités neurosensorielles. Enevtieédipie
chez ’'homme, les hiPS@burraent offrir un acces illimiéa degprogéniteurs otiques ainsi’qu
leurs dérivédels que legellules ciliées (C). Elles constitueraient donc un modéle cellulaire
idéal pour réaliser des greffes autologues. Cependant, I'une fiesltdi$ liées a I'utilisation
des hiPSC réside dams maitrisedes mécanisme régulant leur différenciation esellules
ciliéesin vitro. Les étudesn vivo montrent que le développement des cellules ciliées fait
intervenir une cascade de voies de signalisation, cowiN&, BMP, FGF, NOTCH...La
diversité des voies degmalisation impliquées dans la {ygénération de secellulesrend la
compréhension de ce phénomeéne plus compliquée, ce qui souléve la question de sal®ir laquel
de cesvoies est nécessaire pour la spécification des cellules ciliées

Cette deuxiéme étude s’inscrit dans la continuitétidesux présentés précedemment
(Article 1). Dans ce travail] nous avons voulu en savoir davantage les mécanismes
moléculairesa la base de la différenciation des hiPSC en cellules ciliées. Contrairement a
I'étude précédente, nous nous sommes ici focalisés sur I'étude des signalisapionsces
dans la différenciation précoce des progeéniteurs otiques a partir des hiPSC opfimider
notre protocole d’induction, nous sommes intéresseés a la moduetitno, durant la premiére
phase d’'induction (JO & J13), de trois voies de signalisation (FGIFf et Wnt) impliquées
dans la formation de la placode otique et la différenciation des cellules tilides. Afin de
mieux explorer le phénotype de nos cellules différenciées, nous avons fait uyse ana
approfondie des marqueurs otiques exprimés durant les différents stades de déeslbppem
embryonnaire, des marqueurs de I'ectodermemeural, de la région pydlacodale, de la
placode otique et de la cellule ciliée. Le devenir des cellules a été examitisant plusieurs
techniques : immunocytochime, gPCR, Fluidigm et RNAseq. Les résultats de lysespar
immunocytochimie et par PCR quantitative montrent que les voies FGiB et Wnt sont
nécessaires a l'induction otique et que l'inhibition de la voie Wnt durant la peeptiese
d’induction (J1J6) initie la différenciation et la spécification des cellules ciliées. Nos résultats

sont encourageants et ouvrent de nouvelles perspectives pour l'utilisation des hiP&C pour
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traitement de surditésnrosensorielles. Cette étude a donné lieu a la rédaction d’'un manuscrit

qui sera prochainement soumis pour publication.

2.2. Article N°2: Modulating FGF, TGF-# and WNT signaling pathways to

differentiate human induced pluripotent stem cell into hair cdike cells.
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Modulating FGF, TGF-p and WNT signaling pathways to differentiate human induced
pluripotent stem cell into hair cell-like cells.

Hanae Lahloti Emmanuel Nivét Alejandra Lopezuare?, Arnaud Fontbonrig Azel Zing?

1 Aix Marseille Université CNRS, NIA UMR 7260, 13331, Marseille, France
2 Aix Marseille Université, CNRS, NICN UMR 7259, 13916, Marseille, France
3Université de Montpellier, Faculté de Pharmacie, Montpellier, France

ABSTRACT

Sensory hair cells (HCs) are highly specialized mechanoreceptors of the coclalesebafc
their ability to perceive sound, thus allowing hearidgderstanding mechanisms and factors
implicated in HC development is crucial, not only to overcome the physiologicatieisarf
inner ear development, but also to design new therapeutic strategies fog heguair,
including stem cell basettherapy. The latest advances with stesll therapy sheds light on
how HCs could be generatéd vitro using different potocols that mimidan vivo inner ear
development steps, including nroeural ectoderm (NNE), p@acodal ectoderm (PPE) and
otic placodal (OP) stagek this work, we describe a monolayer method to generate otic cells
from human induced pluripotent stexralls (hiPSCs). By manipulating FGFGF and WNT
signaling pathways, we were able to generate 55% of PAX2 positive cells dushmgt otic
induction (6 days). Differentiating cultures first expressed the BP¥EIfic transcription
factors TFAP2A, GATAR, GATA3, DLX3, and DLX5, which are crucial in establishing the
PPE competence. Subsequently, we observed upregulation of a s@asbt©P markers (e.g.
PAX2/8, TBX2, EMX2 and OTX1). Furthermore, weticedabundant expressiaf late otic
markers, nably embryonic HC marketselonging to thggouandmyosingene familiege.g.
POU4F3, MYO15A as well as mature HC markers (A@QP1, OTO¥. Taking together, our
results showed that FGF3/10 treatment combined @~ and WNT modulation plays
essentialale in inducing expression of PPE competence factors and eventually transition to the
OP phenotype. Of importance, after establishing the OP competence statell$ were
committed to posterior placode precursor fate and started expressing embndmature HC
markers. This work provides new knowledge on the cellular and molecular mechanisms
required forin vitro differentiation of hiPSCs into otic linage, a first step towards the

replacement of damaged HCs amtl-based therapy for inner ear disale

Key words: hiPSCs, otic inductionf G, WNT signaling, gene expression, hair cells.
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INTRODUCTION

Neurosensory hearing loss is defined as an impairment in the auditory portion ofainiter e
can affect the neural pathways of hearing or occur in the cochlea, when hair Csl)safe
missing or damagedSeveral factors can lead to this phenomemmvironmental factors,
ototoxic medications, and genetic predispositions all contribute to HC loss. In holds a
amphibians, the damaged cells regeneratmtgpeously(Ryals and Rubel, 1988; Zheng,
1999). By contrastnammalian cochlear cells do not regenendirosensory hearing loss
becoming increasingly frequent and affects a broad range of people worldevwdever, there

is no cure for this pathology, except surgery for certain types of heassg Recently,
technological advancements in gene and cell therapy have held new hopegofangres
neurosensory hearing loss (reviewed in Duan et al., 2000; Gillespie et al., 2014; Myrugas
2005)

Over the past two decades, human pluripotent stem cells, either form embryonic origin
(Thomson et al., 1998)r obtained by cell reprogramming (Takahashi et al., 208aye
received consigrable attention for treating neurosensory hearing loss. Thanks to tlieir sel
renewal and pluripotency, they represent a suitable source fior\ttie generation of a large
number of otic progenitors and their derivatives, including HCs. Many studiesihawe that
certain stem cells bear the potential to give rise to otic progemteitso (Abboud et al., 2016;
Costa et al., 2015; DeJonge et al., 2016; Dincer et al., 2013; Ealy et al., 2016; Koehler et al.,
2013; Oshima et al., 2010; Ronaghi et al., 2@ therefore could regenerate damaged HCs
in vivo to partidly restore functional hearing upon transplantation (Chen et al., 2002) 2
However, available differentiation protocols remain unsatisfactory and eedurther
investigation to obtain functional HCs. To do so, researchers aim at recapgtdifein vivo
developmental inner ear steps using stem dellgitro. In the human embryo, inner ear
originates from the ectoderm, and the first morphological sign of ieaedevelopmeris
seenpy third week of gestatigras a thickening afion-neuratectoderm(NNE). NNE, also
known as the surface of the ectoderm, igateeursor of prglacodalectoderm(PPE), which
gives rise to the otic placode (ORgraham and Shimeld, 2013; Lim and Brichta, 2016;
Whitfield, 2015) The placode gradually invaginates to form first the otic cup and then the
otic vesicle or otocystthateventually separates from the ectodeand differentiates into
the inner ear. During this process, each stage is recognized by thesexpraf a panel of
gene markers that confers otic identity to the cells. This also invekrearal signaling
pathways, including WNT, TGFB, BMP, FGF and NOTCH pathways, which are
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orchestrated in space and tirfieelley, 2006;Liu et al., 2014; Wu and Kelley, 2012; Zine,
2003). The coordinated action of these signaling pathways and gene expresssentigldor
normal inner ear developmeamd for the maintenance of auditory processing in the cochlea.
When seeking to differentiate otic ceillsvitro, researchers face the intriguing issue of the
mechanisms regulating HC generatibrdeedthediversity of signaling pathways implicated

in inner ear development makes the comprehension of this phenomenon more complicated
raising the questionwhich of these pathways are truly required for HC specification?
Thereby, considerable effort has focused on understanding the molecular patiavegsate

HC specification and differentiatiomcluding the Wnt signaling pathway, a critical actor in
HC development. During embryonic mouse cochlear development, Wnt signaling redequi
for initial HC differentiation but not for subsequent maturatiod araintenancéShi et al.,
2013, 2014). Numerous studies have characterized the multiple roles of Wnt signaligg durin
in vivo cochlear development, notably in promoting HC regenerétenewed byJansson et

al., 2015). Furthermore, recent studies have highlighted the importance of Wnt modulation for
in vitro differentiation of pluripotent stem cells towards otic céleJonge et al., 2016; Ealy

et al., 2016; Koehler et al., 2013; Oshima et al., 20&@) previous study, we used a monolayer
culture system witikrGF3 and FGF10 to guide otic induction from hiPSCs (Lahlou et al., 2017,
unpublished results)We used a fullycharacterized hiPSC Chips cell line expressing the
hallmarks of pluripotency, as confirmed by immunolabeling for pluripotemaskers such as
NANOG, Oct3/4, SSEA4 and SOX2, treated them with FGF3 and FGF10 over a period of 13
days and generated otic progenitors. We demonstrated that the obtained progesitaiote

to give rise to Hdike cells expressing late otic markers (MYO7A and POU4{3Y &ftdays
under Notch signaling inhibition. However, our otic induction protocol remained
unsatisfactory, as we could not generate efficiently a large numbelis celi$ (at d13 only

30% PAX2 positive cells). Besides, the obtained progenitors showedodmteous
morphological aspect of differentiated cellde inferred that this method needed to be
improved in order to extend the efficiency of hiPSC conversion into HCs. To improve our otic
differentiation protocol, we sought to identify an additional olatbr signaling that could
normalize or amplify the otic induction proceS&ncehiPSCscan proliferate indefinitely and

give rise to three germinal layers and the inner ear originates li@ectoderm, it is obvious

that the differentiation of otic dsl from hiPSCs requires suppressing endodermal and
mesodermal lineage. This could be achieved by inhibiting WNT and-f Gignaling

pathways, major actors in vivootic placode development.
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Thus, in this work, we asked whether the combined action of FGF3/10 and Wnt modulation
could enhance differentiation into otic lineage. To examine this, cells watedmith a Wnt
antagonist during the first otic induction days (d1 - d6), followed bby@ Wnt activator (d6

- d13). Cells were collected at different time points to explore the dynamicssiqref otic
markers using several techniques, ranging from molecular biology to incytonbemistry.
Interestingly, our results showed that Wnt inhibition is required during the stagg of otic
induction. Our study thus proposes a new protocol allowing the differentiation of hiR8Cs i
otic cells. Ultimately, this work may pave the way to the development of more comple
differentiation protocolsncluding Wnt modulation as a critical player in the overall process

leading to then vitro generation of HCs.
MATERIALS AND METHODS
hiPSC Culture and Maintenance Method

The ChiPS& and ASC iPSC hiPSC lines were provided, respectively, by Cellartis Biochse
(now Takara Bio Europe AB, Go6teborg, Sweden) and by Applied StemCell, Inc. (California
USA). Both cell lines were derived from fibroblasts of healthy human donors and
reprogramred by using polycistronic retrovirus technology, based on the transduction of
Oct3/4, Sox2, Klf4, and-Myc transcription factorsTakahashi et al., 200}. ChiPSCG4 and

ASC iPSC cell lines were maintained using two proprietary feledersystems.

Cellsfrom the ChiPS&# line were plated at a density of 40,680,000 cells/crhonto dishes

coated with a DEFCS™ COAT1 matrix (Cellartis), diluted at 1:20 in-BBS (+/+) (Gibco®

by Life Technologies). Cells were expanded in BEE™ 500 basal medium, daily
supplemented with DEFESTM GF1 (1:333), GF2 (1:1000) and GRB (1:1000) additives
(Cellartis). When the cells were confluent at®b (about 57 days), they were passaged using
TrypLE Select® (Life Technologies). The cells grew very quickly, andss lean a week, we

could proceed to the second passage, seeding the cells on a larger surface, and o on, unt
having several millions of cells. Pluripotency of reprogrammed cells ar@fgmed by qRT

PCR and immunostaining for OCT4, NANOG, SEEA1, SEEA4 and SOX2 (as demonstrated in

our previous study, Lahlou et al., 2017 unpublished results).

Regarding the ASC iPSC cells, they were cultured in chemidefiped StemMACS iPBrew
medium (Miltenyi Biotech) on growth factor reduced matrigel (Corning) cqatdes. Briefly,
70-80% confluent iPSCs were treated with diluted EDTA (Gibco) for 3-5 min at 37°C and the
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colonies were dispersed to small clusters and lifted carefully using a glasd. pipette at a
ratio of 1:4. Both cell lines were maintained in an incubator (37 °C, 5% CO2) with medium

changes every day.
Otic placode induction

Undifferentiated hiPSCs were dissociated to single cells using TryptlEct® (Life
Technobgies) and plated on lamingoated wells (1.5 pg/cmR&D Systems) at a density of
30,000 cells/crh For the first day of seeding, cells were cultured in DFNB basal medium
(DMEM/F12 with N2 and B27, Gibco® by Life Technologies), supplemented with filsbbla
growth factors, FGF3 (50 ng/mL), FGF10 (50 ng/mL) (R&D Systems) and 10 uMDGKR
inhibitor Y-27632 (STEMCELL Technologies). From day 2 of differentiation, the medium was
replaced with induction medium: DFNB medium supplemented with 50 ng/mL FGF3, 50
ngmL FGF10, 10 uM SB431542 GF inhibitor, Stemgent) and 100 ng/mL of recombinant
human Dickkopfrelated protein (rhDKK1) (WNT inhibitor, R&D Systems). Medium was
replaced every other days until day 6. Afterward, it was supplement with 50 ngombl@ant
human WN3TA (WNT agonist, R&D Systems) instead of SB431542 and rhDkk1. Medium was
replaced every 2 days until day 13.

Late otic cell differentiation

To induce differentiation into late otic cells, the obtained progenitors from dayet8
dissaiated to single cells using TrypLE Select® (Life Technologies) andféraed onto
polyornithinlaminin-coated wells (0.5 mg/mL and 1.5 pgfcrespectively; R&D Systems) at
a density of 80,000 cells/éCells were maintained in DFNB medium supplememtigd 10
®M retinoic acid (RA; Sigma) and 20 ng/mL epidermal growth factor (EGF; R&Btems).
The medium was replaced every 2 days until day 27.

Reverse Transcription Quantitative Polymerase Chain Reaction (R'GPCR)

Total RNA was extracted from undifferiated and differentiated cells using the PureLink®
RNA Mini Kit (Life Technologies) according to manufacturer’s instructioo®NA was
synthesized from 1 pg of RNA per sample, using Higipacity RNAto-cDNA™ Kit (Life
Technologies), and 5 pl of cDNA wesabmitted to gPCR reaction. Quantitative-RTR was
performed with TagMan® Fast Real Time PCR System, according to the marerfactur

recommendations (Applied Biosystems, Life Technologies). Primer pairs tsdgtad in
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Table S1(in the Supplemental iformation). For each experiment, all cDNA samples were
analyzed in duplicate. Relative gene expression values were determined usmg plaeative

2 (4ACY method after normalization to tlgapdhhousekeeping gerjeivak and Schmittgen,
2001}

Fluidigm assay

After preamplification PCRcDNA was diluted 10-fold in DNA suspension buffer (Teknova)
and used for the Fluidigm peemplification step for Dynamic Array gene expressaaoalysis:
cDNA was preamplified for 14 cycles with 500 nM DELTA gene pooled primer mix using 2x
Tagman PreAmp Master Mix (Invitrogen), followed by Exol treatment (NEB)Idbdiluted

Exol treated pramplified cDNA was used for loading the 96.96 Dynamiiay chip on the
Fluidigm Biomark HD. See€lable S1for a comprehensive list of primers used for gene
expression analysighe data were analyzed with Rdaine PCR Analysis Software in the
BioMark instrument. Ct values were processed by automatic threshold for all assays, wit
derivative baseline correction using BioMark R&éahe PCR Analysis Software 4.1.3
(Fluidigm).

RNAseq library construction

TheRNAseq libraries was constructed according to the TrueSeq Stranded (lllymatagol.

We first purified and fragmentesDO ng of total RNA. We then synthesized cDNA gtrand

and 29 strand), adenylated the 3’ ends and added adapters. We amplified the cDNA by PCR.
The obtained libraries were controlled with LabChip GX Touch microfluidics (Pé&tkner
platform): each was run on a polyacrylamide gel and must appear aaramwealing a high
complexity RNAseq library, and not as a discrete band. All libraries wadidated, then
normalized and pooled. Finally, sequencing and base calling were performedhedingina

MiSeq platform(approved 1SO9001:2008), using the Paieed reads 2x150 bp method, and

sequences were obtained after puiltgring.
Immunocytochemistry and Microscopy

In vitro differentiated cells were fixed with 4% paraformaldehyde in phosithdtered saline
(PBS) for 1520 min at room temperature. Unspecific binding was blocked in 0.3% Triton X
100 and 3% bovine serum albumin in PBS for 30 min at room temperature. Then, samples were

incubated overnight at 4°C with specific primary antibodies diluted in the sanes iuithiout
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Triton X-100, we used : m@e aniGATA3 (1/50, SantaCruz), rabbit antPAX2 (1/100,
Covane), goat antsATA3 (1/50, Sant&ruz), mouse anf?OU4F3 (1/100, Abnova,
Interchim) and rabbit anrtYO7A (1/200, Proteus, Corger). Then, cells were rinsed (3 x 5
min) in PBS and incubated for 1 hours at RT with claxdsorbed AlexaFluor 488 or 594
conjugated antrabbit or antimouse secondary antibodies (1/500, Jackson Immunoresearch,
West Grove) in the dark. The nuclei were counterstained with Hoechst blue #33342 (1:1000,
SigmaAldrich). Control experiments including negative controls without primary antibodies
were processed in parall&amples were mounted using Prolong Gold Antifading reagent (Life
Technologies) on Superfrost glass slides The images were acquired with a Zeiss
Axioimager/LSM 5 Exciter fluorescence or a LSM 710 NLO Zeiss (Carl Zewssjocal
microscope and the Zen software (Zeiss, Jena, Germany)

Cell counting

The cells were counted manually using graphic tools of the Zeiss computarsdifzen 2012,
blue edition). The fraction of immunopositiveells among the total number of cells identified
by Hoechst nuclear staining was determined in ten fields per covershglin vitro condition.
Three independent experiments were conducted for each determination and datpresseex

as mean + SEM.
Statistical analysis

Graph Pad Prism software was used for statistical analysis. All rasailtsesented as the mean
+ SEM (standard error of the mean) of the independent experiments. Data weredansiyg
Student’s ttest or onevay ANOVA. Differences between means were tested by Mann
Whitney test. Statistical difference was reported feajues below 0.05, an asterisk indicates
significant differences between means (*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001).
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RESULTS
Wnt inhibition combined to FGF3/1@nd TGFg treatment enhances otic differentiation

To initiate otic differentiation from hiPSCs, dissocia@uPSC4 cells were cultured using our
monolayer culture system and treated with FGF3I@®E-p inhibitor (SB431542 and WNT
inhibitor (Dkk1) untilday 6 Eig. 1A). In order to select the combination of these molecules
that yielded the best otic induction, we systematically testesketli@eur conditions: (i)
FGF3/10 alone, (ii) combined with Dkk1, (iii) or with S#d (iv) FGF3/10 + SB + Dkk1,
referredto respectively as FGF3/10, FD, FSB and FSBD. The progenitorsiettat day 6
were collected and analyzed by immunocytochemistry, by (i) clas&®T-gPCR, (ii)
Fluidigm assays, where integrated fluidic circuits allow automat€®R FPeactions in
nanolite volumes to detect unique molecular signatures in individual cells eraglt
populations, or (iii) using nexgeneration sequencing (RNAseq) technic that offers a higher
sensitivity to detect changes in gene expression compared to ethaiques, anavhich

can measure the expression of both known and unknown genes.

To examine the fate of differentiated cells, we first explored greashic expression of
preselected genes overexpressed during the early stage of indervelmpment. RPCR
demonstrad abundant expression of NNE/PPE mark®isX3/5/6, GATA2/3, TFAP2A,
EYA/2, MSX2, SIX1, DACH1, FOXlAnd FOXI3, notably in FSBD treatment. This
expression was significantly more important when compared to FGF3/48 ahd also to
FD treatmentkig. 1B).

As described above, in vivoinner ear development, NNE/PPE is preceded by the OP stage.
When we looked at OP marker expression, we observed an upregufaBénx2/8, SOX9,
TBX2, EMX2andOTX1, key otic placode markers. Their expression was significambre
important in FSBD treatment when compared to FGF3/10 alone, FD and FSBetmeatm
(Fig. 1C). Moreover, the upregulation of some early otic markers were ooedirby
RNAseq data, mainly for DLX5, GATA3, EYAL, SIX1 and PAXRig. 5A). Our results
support the importance of FGF, WNT and T@Fsignaling for otic induction. We postulate
that FGF3/10 treatment combined with WNT and F&irhibition (SB + Dkk1) would be

an effective condition to derive otic cells from hiPSCs at this critical timiat pof

differentiation (day 6).
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To further explore the efficiency of our protocol, we examined theesspyn of otic markers
by immunostaining. We were particularly interested in transcrigotors belonging to the
PAX, DLX and GATA families, necessary to def the otic phenotyp@Whitfield, 2015)
We looked at the expressiof PAX2, GATA3 and DLX5 by immunochemistryig. 1D-
G”). Generated cells were positive for these markers, includingsubfsdifferentiated cells
that were doubly immunopositive (i.e. for GATA3 and DLX5), indicating thateedls
had acquired an early otic lineage phenotype.gi¥antified the cells expssingPAX2, a
robust marker of otic placode during mouse inner ear development (Bouchard et al., 2010;
Burton et al., 2004; Christophorou et al., 2010). Fascinatingly, 55 % (= 3 %, ***p 3 0008
cells differentiated with FGF3/10, SB and Dkk1 were positise PAX2 compared to only 13
% (x 2 % under FGF3/10 treatment alorfad. 2D).

In order to evaluatéhe reproducibility of our inner ear induction protocol, we tested the
same protocol on another hiPSC line, &®C iPSC line Relative gene expression and
immunocytochemistry data showed similar results: we observed an ulgireg of
NNE/PPE otic markers usingGF3/10, SB and Dkk{supplementary Fig. 3. Therefore,
treating with FGFs and inhibiting TGF and WNT signaling pathways strongly enhances

early otic differentiation.
Gene expression profiling at day 13 reveals robust otic induction

Many studies reported that Wnt activation greatly affacigvo otic developmen{Chai et

al., 2012; Liu et al., 2016; Ohyama et al., 2006¢an also enhance the production of mouse
inner ear organoids vitro (DeJonge et al., 2016; Koehler et al., 20TTHus, we wondered
whether prolonging the culture time in the presence of Wnt activator could promotes
differentiation into more specialized otic cells. To examine this, oticgmitgys from day 6
were treated until day 13 with either FGF3/10 alone or combined with Wnt3a (a Wingtago
(Fig. 2A).The generated cells were collected from different conditions to explorectikeir

fate with immunocytochemistry and gPCR.

At day 13, relative gene expression showed that cells, from FSBD + Wnt3adngasimply
maintained the expressioof NNE and OP gene makers (el@.X53, GATAS3, TFAP2A,
PAX8,TBX2,andEMX2. When compared to day 6 some markers showed a decline in their
expression level (e.dpLX5/6 andPAX2, however no significant difference were sekig(

2B-C). To support this result, we also quantified PAX&ressing cells at this time point
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(d13) after Wnt activationHig. 2E- I ): the number of PAX2 immunopositive cells dropped
markedly, as more than half of the generated otic progenitors lost their PAX&ssxor
(55% + 3 % at d6 vs 20%t 2 % d d13) Fig. 2D). These data confirm the qPCR results,
indicating that Wnt activation could abolishes the expression of some atarlmarkers,
which suggest that cells were engaged committed to the otic lineage, and coekbdute
otic markers. In parallel to otic gene profiling, we looked at pluripotency maakeifferent
time points of differentiation. Using RNAseq, we noticed a sudden drop of plurgpete
related markersHigure 2G), confirming that most cells had lost th@luripotency and
acquired an otic phenotype. To further explore the effect of Wnt activation on oti¢ciomguc
we examine the expression of early otic markers in FGF3/10 albge3A), FGF3/10 +
Wnt3a (from d6) Fig. 3B) and FSBD + FGF3/10F{g. 3C) treated cells. In all tested
conditions, early otic markers were upregulated. However, their expresseinveried
considerably from one condition to another. Interestingly, in the absence of Wnt3a,+SB
FGF3/10 treated cells, the expression profileary otic markers was comparable to FSBD
+ Wnt3a treated cells, no significant differences were seen. These data sugg@ééntthat
activation does not promotes the expression of early otic markers, it induddsablyr

differentiation into hair cell lineagy

To further test our hypothesis that Wnt activation enhances otic spgoificare looked at

the expression of embryonic and mature HC markers at day 6 and 13. Overall, our gPCR
results demonstrated an upregulation of HC markers at day 13. When compared to day 6, we
noticed a significant increase in the expression of several embryonic H@rs)akably

those belonging to theou andmyosingene familie{MYO6A, POU4F3andMYO15A)and

also mature HC marke(aQP1, OTOF, TMC4ndLBH) (Fig. 4E-D).

Since POU4F3 and MYO7A define the HC lineage, and are thus required for init¢C ear
maturation and survivdBahly et al., 1997; Xiang et al., 199We examined their expression

by immunocytochemistry in our differentiated cells at different time pofdé and d13).

From day 6, immunostaining showed the presence of POU4F3 and MYO7A positive cells a
(Fig. 4A-D’) and at day 6 and 13, a subset of differentiated celexpoessed both makers.

Taken together, our gPCRa&ammunocytochemistry analyses indicate that cells had acquired
an otic phenotype, and a subset of differentiated progenitors were alreadytismirionihe

late otic lineageTo further support these results, we performed a quantitative tratososa
studyusing nextgeneration sequencing (RNAseq). We selected three culture conditions at
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different time points of differentiation: undifferentiated cells from diferentiated cells

from the FSBD condition stopped at d6, or maintained until d13 under FGF3/10 aBd Wnt
treatment. The obtained data identified 899 differentially expremnscripts in dO vs d6,

and 1272 transcripts in dO vs d13. Among those, 339 upregulated transcripts and 309
downregulated transcripts were common between d6 andsidfpplémenary Fig. 8A).

Among upregulated transcripts, we identified 15 candidates common withreaelgcted
genes quantified with Fluidigns@pplementaryFig. 8B).

We then compared the differential mMRNA expression in differentieedid between d0, d6

and d13 samples using the normalized read count. The number of reads reflects the
abundance of mMRNA of early and late otic markers at d6, howeven edmpared to d13

no significant differences were sedfig. 5A,B). These data confirm the Fluidigm results
descrbed above which showed upregulation of DLX5, GATA3, PAX2, MYO7A and
MYO15A. In addition, with read counts, we were curiously surpriedthtl the presence of

cell matrix genes belonging to the collagen gene fankilg.(5B and supplementary Fig.

9), for which read numbers varied of over a thousand fold change, their expressign be
more important at d13 when compared to d6 (e.g. COL1A1, COL1A2, COL2Al1 and
COL5AL).

To sum up, whether from Fluidigm assay, RNAseq or immunocytochgmaisalysis, our
resultscorrelate with each other, supporting the robustness of our otic iodyatotocol,
which shows the importance of modulating FGF, Ti&&nd WNT signaling pathways to

differentiate hiPSCs into otic cells.
Early Wnt inhibition initiates differentiation into late otic lineage

To confirm if the expression of HC markers directly results from Whnivaobn, we
compared gene expression in differentiated cells in the presence/absence of Wrdractivat
(only FGF3/10 from d6- d13). Surprisingly, in the absence \WWt3a at this stage, the
expression of late otic markers shows the same profile as in the presenceagfoMs(Fig.

6A,B). This result suggests that the expression of late otic markers seqgpiyas the double
inhibition of TGFB and Wnt signaling pathways during the first step of otic induction (d1
d6). To test our hypothesis, we examined the expression of the same selected denes in t
absence of SB and Dkk1 (from-d6). The cells were maintained in FGF3/10 from d1 until
d13 andreated with Wnt3a from day 6. When compared to dayRINA expression analysis
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showed no change in the expression level of embryonic/mature HC markeestswupthat
cell fate at day 13 is a lortgrm results o WNT and TGFf inhibition until d6, and not of
subsequent Wnt activation.

Altogether, our gPCR and immunocytochemistry results confirm that FGF3/h0rGiE 3
and WNT inhibition are efficient to induce otic differentiation of hiRS(d to initiate HC
phenotype. Since the expression of late wiarkers showed no significant difference at day
13 either in the absence or presence of Wnt activator, we deducedstRatlb (from d6)
were sufficient to give rise to hair cdike cells from SB + DKkk1 treated cells. To conclude,
the combined action &fGF3/10, TGH3 and WNT is of critical importance fam vitro inner
ear cell development and should be included in protocajsneratéiPSCderived lag otic
cells

DISCUSSION

Generation of human inner ear cell types has become increasingly plausibbedgvelopment

of stem ceHbased therapgMartinezMonedero and Edge, 2007). Understandmygivo inner

ear developmental steps unraveled the mysteries/ifo HC regeneration (Basch et al., 2016;
Franco and Malgrange, 2017). Nevertheless, existing protocols allowingniféion of HCs

from g¢em cells remain controversial and are continuously evolving. In particular, tity tabi
produce HCs from stem cells requires a good knowledge about signals and molecular
mechanisms regulating inner ear development and HC differenti&eweral fact® have

been shown to be involved in these processes, including WNT, BMP, FGF, andHNOT
signaling pathwaygAtkinson et al., 2015; Galvez et al., 2017; Mittal et al., 2016; Nakajima,
2015) In this work, we were particularly interested in the Wnt signaling pathway, widely
known for its ple in inner ear development: it is implicated in regulating both proliferation and
HC differentiation(Geng et al., 2016; Jacques et al., 2013, 2014; Ohyama et al., 2006), in
determining the size of the otic placode (DeJonge et al., 2016; Head et al., 2013jalayase

al., 2008), in controlling the development of the inner ear neural and sensory components
(Matsuoka et al., 201@nd also in tarndifferentiating supporting cells into HEShi et al.,

2012, 2013).

Our study sought to better define Wnt rolenvitro HC differentiation by adopting a stes&
protocol closely based upon knownvivo developmental stages. Our aim was to attempt the

generation of otic cells from hiPSCs by systematically exploring signasngiing
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differentiation into otic lineage. In our culture protocol, in addition to FGF3/10iezdt we
blocked TGFB and WNT signaling from d1 until dgFig. 1A). Subsequently, obtained
progenitors were maintained in FGF3/10 alone or associated to a Wnt activadd3{dbig.
2A). Our results showed that, during the first step of otic inducti@di-3/10 treatment
combinedto a dual inhibition of TGH and WNT signaling enhances differentiation of
hiPSCs into earlyFig. 1, 2 and 5A and late otic lineagé-ig. 4 and 5B.

To measurehe efficiency of our otic induction protocol, we used a multiparallel quantitative
MRNA approaches and immunocytochemistry analysis. In order to ravel outitlog $pecific
human otic lineage markers, that could impedes identification and isolationnwn otic
lineage cells, we explored the dynamic expression of a panel of preselectedegegaszed

in NNE, PPE, OP and HC stages.

Contrasting to the results obtained by Cheal esing onlyFGF3 and FG10 guidance for otic
induction (Chen et al., 2012)we noticed here an abundant and significant upregulation of
NNE/PPE DLX3/5/6, GATA2/3, TFAP2A, EYA/2, MSX2, SIX1, DACH1, FQRHFOXI3)
(Fig. 1B) and OP(PAX2/8, SOX9, TBX2, EMXhdOTX1)(Fig. 1C) gene markersinder
FGF3/10 treatment associated to F&&nd WNT inhibitorsdrom d1 until d6 Interestingly,

in these condions,we were able tgenerate 55% of PAX2 positive cells, robust otic placode
marker, versus only 12% upon FGF3/10 al(fig. 2D). These two fibroblast growth factors
act in the formation of the otic territofplvarez, 2003; Wright, 2003; Zelarayan et al., 2007)
Nevertheless, our results showed that they are not competent enough taledwagsition

of hiPSCs to the otic lineage. We demonstrated that the action of FGFG&1®D must be
consolidated and associated to F&Rnd WNT inhibitors to amplify otic induction.
Consequently, our empiricalgefined guidance protocol supports the implication of TGF
B and WNT inhibition for otic induction. To further decipher the effect of Wihibition on

HC differentiation, we looked at a subset of embryonic and mature HKkemsaCuriously,
immunocytochmistry results indicated that our progenitors start expressing PObMdF3
MYOT7A from d6 (Fig. 4A-D), two late otic markers required for HC differentiation and
survival. In mouse cochlea, POU4ES8pression is initiated around embryonic day 13 (E13),
just ater that of ATOH1 and preceding myosin MYO7A (E15) (Bermingham et al., 1999;
Chonko et al., 2013; Masuda et al., 2012; Sahly et al., 1997; Xiang et al., TB83¢ data
suggest that cells were engaged in committed to posterior placode preatesamd started
expressing HC markers.
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To further explore the role of Wnt in HC differentiation and specification, we wondered
whether Wnt activation will promote differentiation into HC lineage, as demoedtiat
DeJong etl using mouse embryonic and induced pluripotent stem cells (DeJonge et al., 2016)
and also Koehler el with hiPSCs(Koehler et al., 2017). Thus, cells were treated with Wnt
agonist from d6 until d13. Quantitative HPICR demonstrated upregulation of a subset of
embryonic HC markers belonging thepouandmyosingene family (includindkOU4F3 and
MYO7A) and also mature HC markgesgAQP1, OTOF, TMC4, CHRNAHNdLBH) (Fig.

4). The expression of these late otic markers was significantly more impattdb® whether

in the presencd~{(g. 4E,F) or absenceHig. 6A,B) of Wnt activator. Our results are opposite

to those obtained by DeJonge and Koehler, showing that Wnt activation does not have any
effect on HC differentiation. The upregulation of late otic markers at d13 in the absenc
Wnt activator suggeghat cells were already committed to the late otic lineage and that the
expression of these markers may be a d@astjng effect of Wnt inhibition during the first

step of otic induction. Contrary our protocol, Dejorg@l.compared differertoncentrabns

of a Wnt agonist (0, 1, 3, and M of the CHIR molecule), and they found thaild CHIR
represented the optimal condition for generating a large number of Myo7a positsie cel
Based on this, to better understand the role of Wnt activation in our protocol, it could be

interesting to sedose-dependent effeai Wnt3a in our model at different time points

To summarize, in this work we demonstrate that Wnt inhibition is necessarytior o
differentiation from hiPSCs, since it promotes otic inductiad initiate HC specificatiorin
fact, the importance of Wnt signaling pathways, has been previoustyiltedin vitro,
whether using embryonic or adult stem cells under different cutgtem: monolaygEaly

et al., 2016) embryonic bodie$2D system)(Ronaghi et al., 20149nd organoid guidance
(3D system)Koehler and Hashino, 2014; Koehler et al., 20k®)wever, in most of these
studies, it was difficult to obtain a large number of otic cells, theywstaot more than
30% of otic generated cells expressing PAX2, after a long periodcoihduction, at least
12 div. While, with our otic guidance protocol we were able to generate 55% PAX2vpositi
during only 6 days under FGF3/10 with T@Rnd Wnt inhibitorgFig. 2D). Moreover, they
did never see the expression of late otic makers rather earlyasembtvith our protocol,
cells start expressing MYO7A and POU4F3 from dd4¥i§. 4).

The presence of embryonic and mature HC markers at day 13 raised thenqolewhether
the cells were developing stereocilia bundle, structure involved in thamatransduction
process, while conferHC identity and specificityTo answer this question, we looked at the
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expression of ESPN maker, protein belonging to actin bundling familylizedain the
stereocilia of HC(Sekerkova et al., 2006)Jnfortunately, ESPN protein was not detected
with immunocytochemistry.Thus, in order to explore more the phenotype of our géser
cells, further studies are needed to examine the maturity of cells, usingpgmeaches, like
scanning electron microscopy and electrophysiological analysis to exjtloe generated cells

form stereociliary bundles and are functional.

In addition to all results described above, RNAseq data indicated abundant expression of
matrix genes belonging to the collagen fan{ifiyg. 5 and supplementary Fig. 9). These
genes are expressed in human and mouse cochlea and are essential for héeedgtheir
mutation causes hereditary neyndromic deafness with inner ear malformagi@samura et

al., 2005; Rost et al., 2014; Sivakumaran et al., 2006; Suzuki et al., 2005; Usami et al., 2008)
The role of collagen genes is poorly documernedtro, and to our knowledge, no study of
stem cell differentiation has demonstrated their function. ark may thus provide new
candidate genes necessary for HC differentiatidtagether, our finding provides a useful
protocol to study signals involved in HC subtype specification, topic that is less tooders
Likewise, the guidance method outlined herelerscore the importance of Wnt signaling in

HC specification and offers a compromising approach to enhance HC diffeoentiaing
hiPSCs.

CONCLUSION

Our findings underscore Wnt inhibition as a promising approach for enlgart
specification and diérentiation fromhiPSCs Thus, we recommend manipulating Wnt
signaling when designing cell culture protocols to develop therapies agaaiseske and
balance disorders caused by HC loss or dysfuncAtthough several obstacles need to be
overcome before transplanted cells derived from hiPSCs can allow HC regeneraivo,

we believe that our improved culture protocol is a first step in the right direction.
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FIGURE LEGENDES

Figure. 1: FGF3 and FGF10 treatment associated to dual inhibition of TGF and WNT
enhances differentiation of hiPSCs into otic lineage cells. (Apverview protocol for
deriving otic cells from undifferentiated ChiPSCell line from d0 to d6.8,C) Quantitative
RT-PCR gene expression data from all tested conditions, we observed a sigagreguiation

of NNE/PPE and OP genes markers in FSBfated cells, which was the best condition to
derive otic cells from hiPSCs. This was confirmed by immtaiomg: (D-G”) PAX2, DLX5
and GATA3 were largely expressed at day 6, and a subset of differentidgezkpetéssed both
DLX5 and GATAS3 markerg¢e”,G”). Statistically signiicant dfferences between groups are
indicated by+p < 0.05, and«+p < 0.01, (n=3 Scale bar = 100 punAbbreviations:FGF,
fibroblast growth factor,TGFp, transforming growth factorSB, TGH3 pathway inhibitor;
Dkk1, Dickkopf+elated protein IWnt pathway inhibitor.

Figure. 2 Wnt activation between d6 and d13 strongly induces otidifferentiation. (A)
Schematic summary of the stepwise treatmetit brightfield view of generated cells after 6
and 13 day vitro. (B,C) At dayl13,cells maintained the expression NNE/PPE and OP genes
markers after Wnt activation, when compared to day 6. Quantitative analysi8X& P
immunopositive celléshown in E',F’) revealed that more than half the cells lost the expression
of PAX2 after Wnt actiation: we detected PAX2 in only 20% of cells at d13 vs 55% &D}l6

(G) Read counts from RNAseq analysimwthe kineticof gene markerduring otic induction

of hiPSCs: pluripotency markers markedly drop over tigtatistically sigricant dfferences
between groups are indicated4pg 0.05,++p < 0.01, andx**p < 0.0001 (n=4 and n=3 f@).
Scale bar = 200 untA) and 100 um(E-F”). FGF, fibroblast growth factor;TGFp,
transforming growth factoiSB, TGH3 pathway inhibitor;Dkk1, Dickkopfrelatedprotein 1

Wnt pathway inhibitorWnt3a, Wnt activator

Figure. 3. Fluidigm Gene profiling of d13 cells generated using different treatments
indicates better otic induction with WNT activation from day 6. Quantitative gene
expression of NNE/PPE and OP mark@®8) under FGF3/10 treatment alone(Arl,B’) upon
FGF3/10 associated to Wnt3a treatment from d6 to d13. In both conditions, we noticed an

upregulation NNE/PPE and OP gene makers. However, their expression was more abundant
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the last condition, representedA¥',B”) , when the cells were treated with FGF3/10 combined
to SB + Dkkl (from did6), (n=4). AbbreviationsFGF, fibroblast growth factorTGFp,
transforming growth factoiSB, TGH3 pathway imibitor; Dkk1, Dickkopfrelated protein 1
Wnt pathway inhibitorWWnt3a, Wnt activator/NNE, nonneural ectodern?PE, pre-placodal

ectodermOP, otic placode.

Figure. 4: hiPSC-derived otic cells initiate expression of late otic markers after Wnt
activation from d6. (A-D) POU4F3 and MYO7A immunostaining aells generated using

FSBD treatment from d6A(-D’) followed by FGF3/10 and Wnt3a (aB.3). Cells started
expressing POU4F3 (shown in green) and MYO7A (shown in red) from dagditionally,
hiPSCGderived otic cells expressed embryonic and mature gene markers as demonstrated by
gPCR(E,F). Their expression was significantly more important in day 13 when compared to
day 6.Statistically signficant dfferences between groups are indicateedy0.05x*p < 0.01,
andxxxp < 0.0001 (n=4). Abbreviation§GF, fibroblast growth factorTf GFp, transforming

growth factor;SB, TGS pathway inhibitor,Dkk1, Dickkopfrelated protein 1Wnt pathway
inhibitor. Wnt3a, Wnt activatorFSBD, FGF3/10 + SB + Dkkireatment.

Figure. 5: Expression of otic markers analyzed by RNAsed@sraphs show read numbers for
early and late otic markers in differentiated cells at dO, d6 and d13. We noticedsed
expression of otic genes, some varying over a thousand fold.

Figure. 6: Comparative of late otic markers expressionComparativeanalysis oembryonic
HC gene marker6A) and mature HC gene markeB) (upregulation oh HC marker mainly in
the presence and in the absence of Wnt3a treatment, No significant diffeneareeseen
between these two conditior&atistically signicant diferences between groups are indicated
by *p< 0.05 (n=3). Abbreviation&GF, fibroblast growth factorT GFp, transforming growth
factor beta;SB, TGH3 pathway inhibitor;Dkk1, Dickkopfrelated protein 1Wnt pathway
inhibitor. Wnt3a, Wnt activatorHC, hair cell.

Supplementary Figure. 7: Our induction protocol can be reproduced on a new AS®EC
cell line. To evaluate the efficiency of our induction protocol, wstdd the effect of FSBD
treatment on the otic differentiation using another hiPSC(xeB’) When we quantified gene

expression of the samidNE/PPE and OP genes markers, we observed upregulation of otic
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markers comparable to our results with @ePSC4 cell line.(C, E”) Some of these markers
were also detected with immunostaining: obtaineogenitors were positive for GATAS3,
DLX5 and PAX2, as demonstrated with tk@iPSCG4 cell line. Statistically signficant
differences between groups are indicatecpsy 0.05,+xp < 0.01, and*p < 0.0001 (n=5).
Abbreviations:FGF, fibroblast growth factorT GFg, transforming growth factoSB, TGH3
pathway inhibitorDkk1, Dickkopfrelated protein IFSBD, FGF3/10 + SB + Dkk1 treatment;
NNE, nonneural ectodernPPE, pre-placodal ectodern®P, otic placode.

Supplementary Figure. 8: Next generation sequencing data of expressed gen&ilRSC-
derived otic cells. (A)We identified 899 differentialhexpressed transcripts at dO vs d6, and
1272 at dO vs d13. Between d6 and d13 (i.e. during WNT activation), 33@pregulated and
309 were downregulate@B) Among the upregulated transcripts, 15 were common with our
preselected genes quantified with Fluidigm.

Supplementary Figure. 9: Wnt activation promotes expression ofome ollagen gene
markers. At day 13, after Wnt activation, we observed up regulation of some collagen gene

markers when compared to day 6.
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Day 6 FGF3 + FGF10

Day 6 FGF3 + FGF10 + SB + Dkk1

Figure. 1 (Lahlou et al., 2017)
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Gene FP RP
GAPDH |ACACCATGGGGAAGGTGAAG GTGACCAGGCGCCCAATA
DACH1 |GAGAAGCAGTTGGCTATGGAAC |ACGCCGTTTCGTCTCAAAC
DLX3 AGCCTCCTACCGGCAATAC TTCCGGCTCCTCCTTCAC
DLX5 GCTAGCTCCTACCACCAGTAC GGTTTGCCATTCACCATTCTCA
DLX6 CAGCTTCCTTAGGACTGACACA GAGGATTACTGCCCTGCTTCA
EMX2 GCCCCATAAATCCGTTCCTCA CAAGTCCGGGTTGGAGTAGAC
EYAl CCGCTACAGACGGGTAAAAG TTCCCTCTTAGCTGGACCAA
EYA2 ACCAGATCCACGTTGATGAC CGTCAGCGGAGAAGTTGTA
FOXI1 GACAAGCGCCTCACTCTCA CCGGCCTTGCTCTTGTTGTA
FOXI3 TCGCTCAACGACTGCTTCAA GCAGTTCGGATCAAGAGTCCAA
GATA2 CAGAACCGACCACTCATCAA CACAGGCGTTGCAGACAG
GATA3 CACGGTGCAGAGGTACCC AGGGTAGGGATCCATGAAGCA
MSX1 CGCAGGTGAAGATATGGTTCC CTCCAGCTCTGCCTCTTGTA
OTX1 GACCTCCTGCACCCATCC CAGCTGTGAACGCGTGAA
PAX2 CGGCTGTGTCAGCAAAATCC GCTTGGAGCCACCGATCA
PAX6 TTGCCCGAGAAAGACTAGCA TCTCCATTTGGCCCTTCGATTA
PAX8 GCCCAGTGTCAGCTCCATTA GCTGTCCATAGGGAGGTTGAA
SIX1 GGTTTAAGAACCGGAGGCAAA TGCTTGTTGGAGGAGGAGTTA
SOX9 AACGCCGAGCTCAGCAA CGCTTCTCGCTCTCGTTCA
TBX2 CCAACAACATCTCTGACAAGCA TTGGCTCGCACTATGTGGAA
TFAP2A | TAAAGCTGCCAACGTTACCC GCACACGTACCCAAAGTCC
ATOH1 GCAATGTTATCCCGTCGTTCAA TCGGACAAGGCGTTGATGTA
AQP1 GCCATCGGCCTCTCTGTA AAAGGACCGAGCAGGGTTAA
CHRNA10| GCGCTCACCGTCTTCC ACCACAGTAATGCAGGTTCA
JAG2 CTGGGTGGAAGACTGCAACA AGCAGACAAGGCTTCCATCC
LBH ATGGAGGAGATCGGCCTCA AAAATCTGACGGGTCTGGGAA
MYO15A | GAAACCACTGTGCTGTCCAA ACCAGGATGCTCCCAATGTA
MYO3A GGCAACTGAACACCAGATTGAC CTGCCCGAATGCAAAGCAAA
MYO6 GTGCTGGTGCTTCTGAAGATA CTAGTGCAGCCTCGGTTTAA
MYO7A TGAGACCCAGTTTGGCATCA GGTGTCTCGGTTCTTCTCCA
OTOF CCTGCAGATCTGGGATGC ATCTCCATGGTGCACTGCTT
POU3F4 CACCACTCACCGCACACTA TTGGCCGCTTGACGTGATA
POUA4F3 CTGCAAGAACCCAAATTCTCCA GGCTCTCATCAAAGCTTCCAAA
TMC4 CTTTACTGCCCCTGCTTAACAC AGCAGGTGGAGAAGAGGGTA

Table S1: Primer sequences used for Fluidigm assay
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Les travaux présentés dans cette these apportent de nouvelles connassskesa®SC
humaines, leur intérét et leur efficacitdans le cadre de traitememtes surdités
neurosensorielles. En méme temps, ces travaux soulévent de nombreuses questions en
particulier sur les voies de signalisation nécessaires pour leur différemcat cellules

progénitrices otiques ainsi que lepésification en CC
Ro6le de la voie Notch dans la différenciation des iPSC humaines en celluldges

L'étape la plus importante dans le développement de la cochlée est |la spartidieati
cellules neurosensorielles, notamment les cellules ciliéescolws de ce processus, un
complexe de signaux génétiques et de voies de signalissgionécessaire pour réguler
I'expression des genes otiques et favoriser la différenciation des celiékes &ange premier
article présenté dans cette these, nous décrivons un nouveau protocole permettant la
différenciation des iPSC humaines en cellules ciliées. Nous avons monttérsge’ils sont
traités avec un inhibiteur de la voie Notch (inhibiteur de la gaisdueétasse), les progéniteurs
otiques sont capads de se différencier en cellules ciliées et expriment un ensemble de
marqueurs tardifs du lignage otiquATOH1, POU4F3 et MYO7ACesont des marqueurs
nécessaireala spécification e la maturation des CC. Atohl est 'uasdpremiers marqueurs
exprimeés lors du développement embryonnaire de l'oreilbez la sourisson expression
débute vers E12.5E13. Sa délétion entraine une absence de cellules etig@surexpression
induit la formation de cellules ciliées ectopiqu@sn et al., 2011)Ainsi, Atohl estil
nécessaire gtlans certains contextesuffisantaudéveloppement précoce de l'oreille interne et
a la spécification des C@ahan et al., 2015n outre, ce gene interagit avec d’autres facteurs
de transcription et régule I'expression de certains génes comme Pou4f3 (Maalda011,
2012),qui est exprimé dans nos cellules culture(Article |, Figure 6). Dans notre étude,
l'inhibition de Notch induit non seulement I'expression d’Atohldefou4f3 mais aussle
Myo7a, un marqueur robuste du lignage otiquatg otic lineag® dans50% de cellules
générées emhibant Notch(Article |, Figure 5E). La myosine7a est exprimée au niveau des
stéréocils des CC externes et internes et elle joue un réle majeur dans l'assemblage des
stéréocils en touffe ciliaire elansle maintien de leur rigidit¢Hasson, 1999)Les résultats
obtenus dankarticle | montrent que I'inhibition de Notch induit une expression des margueu
tardifs du lignage otiquela présence des cellules-erprimant a la fois Pou4f3 et Myo7a
indique queces cellules sont déja engagées dans le phénotype de la cell@dlaiééotic
lineage et suggére que l'initiation de I'expression de ces marqueurs est dirigé¢opd,
comme déja démontré chez la soufstohl E12.5, Pou4f3 E13, Myo7a E13.5, Pou4f3
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expression is initiated around embryonic day 13 (E13), just after that of Atohl and preceding

myosin Vlla expression

Notch pourrait induire uné&ransdifférenciation des cellules de soutien en CC via le
mécanisme de l'inhibition latéra{&iernan, 2013), qui favorise I'expressioratbhlen mépris
deheslethes5(Zine et al., 2001). Nos résultats montrent que I'inhibition de Notch induit une
diminution de I'expression des geress5etIfng, effecteurs de la voie Not¢BASCH, 2016;
Zine et al.,, 2001). Cette diminution est accompagnée d’'une augmentation de $iexpres
d’atoh1(Article I, Figure 5B-C).

Nos résultats sont en parfaite harmonie avec les études sur le réle deNatebim
vivo / ex vivo puisque de nombreuses études montrent que I'inhibition de la voie Notch, avec
un inhibiteur de la gammsecrétase, induit la régénération des cellules ciliées dans des modéles
de surdité ou des explants lésés (Chonko et al.,, 2013b; Ren et al.,, 2016; Slowik and
BerminghamMcDonogh, 2013; Taura et al., 2016b; Zhao et al., 2011; Zine et @0).Rar
conséquent, elle favorise une récupération partielle de l'audition dans un modelanda tr
acoustique (Mizutari et al., 2013).

Ici, nous apportons non seulement de nouveaux arguments en faveur de I'inhibition de
Notch in vitro, mais a notre connaissance, naitedeest la premiére aontrer I'effet de
I'inhibition de la voie Notch sur la différenciation des iPSC humaines en CCéfldtats sont
d’autant plus intéressants que nous avons testé pour la premiérevitis une molécule de
grade cliniquela DBZ (difluorobenzeneacetanjidqui donne des résultats comparables aux
autres molécules inhamt la gammasecrétase, comme la DAPT;6B85458, MDL28170 ou
LY411575. Ce travail pourrait ainsi déboucher sur une nouvelkégigade différenciation des
iPSC humaines en cellulesiées, rapidement applicable en clinique

La voie WNT est nécessairgour initier la différenciation des cellules ciliées

La compréhension fine du développement de l'oreille interne et des mécanismes qui le
sous-tendergstprimordide et nécessaire poanieux appréhender les phénoménes impliqués
dans la régénération vitro des cellules cochléaires, qu’elles soient cil@eseuronales. Dans
notre deuxiemarticle, nous avons abordé deux passentiels de la différenciation des cellules
souches en cellules du lignage otiqua différenciation précocejui donne naissance aux
progéniteurs otiques exprimant des marqueurs de la placode otique (e.g. GATA3, BX®5, P

et PAX8), et la différenciation tardive ou la sfication des CC, caractérisgar I'expression
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des marqueurs plus mataréu lignage otique (e.g. POU4F3, MYO7A, MYO15A, OTOF,
AQP). Nousavons étudié I'effet d’'une modulation de la voie Wnt sur la différenciation pFécoc
et tardive des iPSC humaines en cellules otique. Dans notre pagtitier nousavons montré

gue des iPSC humaines traitées avec FGF3 et FGF10 étaient capables de se di#érencier
progéniteurs otiques. Apres 13 jours d’induction, nous étions capables de géséetiutbs
exprimant PAX2 un marqueur robuste de la placode otique (Bouchard et al., 2010; Burton et
al., 2004) Ce n’est pas surprenant, puisque le FGH8 EGF10 jouent un rble important dans

le développement de l'oreille interne et la formation de la placode atigiivo (Alvarez et al.,
2003; Wright, 2003) cependant, le rendement que nous avons ohtenuitro (29% de
progéniteurs otique suite au traitement FGF3 et FGFreste relativement faibl€es deux
facteurs de croissance n’étaielsincpas suffisants pour induire une bonne différenciation des
iIPSC humaines en progéniteurs otiques. Afin d’améliorer notre protocole d’inductionsen plu
d'utiliser FGF3 et FGF10, nes avons d’abord inhib&$voiesTGF (SB) et WNT (Dkk1)
durant la premiére phase d’induction @116), dans le but de supprimer la formation de
'endoderme et le mésodermedetpromouvoir I'expression de I'ectoderme qui est a l'origine
de l'oreille interngOhnishi et al., 2015; Oshima et al., 2010; Ronaghi et al., 2Bb4)iite, les
cellules ont été traéesavec un activateur de la voie Wnt (Wnt3a) a partir de J6 jusqu’a J13.
Pour évaluer I'efficacité de notre nouveau protocole, reuans exploré I'expression d’un
panel de marqueurs otiques en Fluidigm et immunocytochimie a différents Mospgsultats
montrent qud’association de FGF3 et FGF10 avec la double inhibition de-F@&FWNT
(traitement FSBD) induit une meilleure difé@ciation des iIPSC humaines en progéniteurs
otiques Nous avons obserwéne forte expression des marqueurs de la régioplpoddad
DLX3/5/6, GATA2/3, TFAP2A, EYA/2, MSX2, SIX1, DACH1, FOXI1 et FOXI&insi que

des marqueurs de la placode otigmetamnent PAX2/8, SOX9, TBX2, EMX2 et OTX
(Article 11, Figures 1-2). Avec le traitement FSBD, a J85% de cellules différenciées sont
déja positives pouPAX2, conte seulement 13% avec le traitement FGF3 et FGRUOus
étionsencoreplus surpris de voir quaos cellules commeaient a exprimer certains marqueurs
tardifs du lignage otique des le jour 6, notamment POU4F3 et MYO7A. L'expressi@s de ¢
marqueurs était significativement plus importante a J13 et accompagnée d’urigoappa
d’autres marqueurs de G&nbryonnaires (MYOG6A, POU3F4, MYO15A et JAG2) et matures
(e.g AQP1, OTOF, TMC4, CHRNA10 and LBHArticle 1l , Figure 4). De plus I'expression

de certains de cemarqueurs a été confirmée par I'analyse transcriptom{gutcle II,

Figures 5).
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En résumé, I'ensemble de nos résultats indique que l'inhibition defT&&WNT est
nécessaire pour l'induction otiqudurant la premiere phase de différenciatidfaction
combinée de FGF3 et FGF10 associée a une double inhibitiofs EGFNT augmente le taux
de différenciation des iPSC humaines en progéniteurs otiques et initie I'éaprees
marqueurs de la GQela correspond a ce qui était attendu. En effet, plusieurs évaies
déja montré I'importance de ces deux voies de signalisation dans la difféoenotaguein
vitro a partirdecellules souches embryonnaires et addtex différenteméthodes de culture
. différenciation des hiPSC/hESC en monocoué&tady et al., 2016)différenciation en 2D a
partir des hESQRonaghi et al., 2014¥lifférenciation en 3D a partifi€®SC etd’ESC murines
(DeJonge et al., 2016; Koehler et al., 2Dbu encore partird'iPSC humainefoehler et al.,
2017) Cependantjansces études, aucune mat montré des marqueurs de @@paraissant a
J6, ils n’étaient visibles qu’apres de longukiréesle différenciation allant de 4@squa 150
joursin vitro. Qui plus est le rendement de différeiation que nous avons obteraisavoir
55% de cellules PAX2 positive en seulement 6 jours d’induction, est assez important, puisque
dans les autres étude ce rendemé&itaeignat 30%qu’en 12 jours a partd ESC(Chen et al.,
2012) ou encore 28.9 %u’aprés 18oursin vitro en utilisant des iPSC humain@saly et al.,
2016)

Par ailleurs nous n’avons décelé aucun efiet I'activdion de Wnt sur I'expression
des marqueursardifs puisqu’ils étaient présesinéme en absence de Wai8ans desellules
traitées uniquement avéeGF3 et FGF10 de J6 a J{Bigure 5, Article 1) . L'activation
tardive de la voie Wnt ne semble pas avoir un effet sgpdaification et la différenciation des
CC. Moduler la voie Wnt n’est donc plus utile-dela de J6. Nos résultats salifférentsde
ceux obtenus par Koehler et DeJonge, qui ont montré qu’une activation de la vgieridamt
48h a partir del8 avec une molécule différente de la nétre (CHIR99021), induisait une
différenciation des CC a partir ’ESC murin@eJonge et al., 201&u diPSC humaines
(Koehler et al., 2017Cependant, malgré qu’ils aient examinés I'effet de I'activation de Wnt a
différents temps (6, 8, 9, 10 t 11 jours), ils n'ont observé aucune expression des mamueurs d
la CC. Ainsi, notre protocole semble étre plus efficacapphrition des marqueurs
embryonnaires et adultes de la CC a J13 dans notre modele pourrait étre explignésfipar
durable de I'inhibition de la voie Wnt durant la premiere phase de différenciation, paisque
absence de l'activation de Wnt, nous obeas/le méme profit’expressiondes marqueurs
tardifs du lignage otiqu@rticle Il , Figure 6). Des expériences supplémentaires sont toutefois

nécessaires pour confirmer ou infirmer cette hypothéserait intéressant de voir I'effete
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la molécule utisée parKoehler et DeJone sur notre modele, ou endester d’autres
concentrations différents temppour mieux déceler si une activation tardive de la voie Wnt

renforce la différenciation et la spécification des CC.

Nous étions curieux de voae que deviennent les cellules si on les maintient plus
longtemps en culture et de détermidens quel milieul faut les gardePour répondre a ces
guestions, nous avomsaintenules progéniteurs otiques obtenus a J13 dans un milieu DFNB
seul, ou suppléméd avec de Hcide rétinoiqué€AR) et de IEGF pidermal growth factgr
pendant 2 semaines. Ensuite, nous avons exalmig@venir des cellules par gPCR, en
regardant I'expression des marqueurs retrsivdl13 et d’autemarqueus de CC mature.
Présenté danda figure 13 nos résultats montrent que les cellules maintiennent I'expression
des mémes marqueuqs’a J13 Curieusemente gene ESPN (espine), marqueur de CC mature
exprimé au niveau des stéréocils, est fortement exprimé a J27, ce qui suggeesstgines
cellules acquierent une maturdganceeet le phénotypele cellule ciliée. Afin de confirmer
ces résultats, nous avortudié I'expressionde ce marqueur par immunocytochinmeis
malheureusement les résultats n’étaient pas concluants. D’autres études avecedes meill

anticorps pourraient étre poursuivies.
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Figure 13: Caractérisation des cellules apres 27 jours de différenciation

(A) Les cellules a 27 traitées avec I’AR+EGF expriment POU4F3 (vert) et la MYO7A
(rouge). Les progéniteurs otiques issus du traitement FSBD jusqu’a J6, suivi de FGF3/10 et
Wnt3, ont été gardé en milieu DFNB seul (B,B’) ou supplémenté avec AR+EGF (C,C’). On
remarque que l’expression des marqueurs otiques tardifs en présence d’AR+EGF est
comparable a celle en présence de DFNB seul. L’expression de ces marqueurs semble étre
plus importante a J27 dans les deux conditions. FSBD : traitement FGF3/10 + SB + DkkI ;
DFNB : milieu DMEM/F12 + N2 + B27.
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Limite sde cette étude

Dans les deux études décrites dans cette thése, la caractérisation du phénotgpe de no
cellules différenciées est fondée sur des techniques de biologie moléculaire et
d'immunocytochimie. Nous avons analysé le devenir des cellules d’abord par GeG&.
meéthode quantitative permed déterminer une valeur absolue ou relalizdexpressiond’un
géne d'intérét. Cette tenlyue a plusieurs avantages, notamment en termes de sensibilité et de
spécificité. Cependant, il ne peut cibler qu’'un seul gene par dosage, par conséquent, de
nombreuses opérations qPCR sont nécessaires pour quantifier de multiples genesest
résulats sont plus longs a obtenir. Ainsi, pour remédier a ce probleme, nous avons eu recours
a la technique de Fluidigm. Contrairement a la qPCR, cette approche permet desgeantif
méme temps des dizaines a des centaines de genes, ce qui nous a gargirndite liste de
marqueurs otique®tudiés De plus, elle présente de tres nombreux avantatpeslité
d’utilisation, rapidité, flexibilité et diminution des codts. Grace a la technigudidim, nous
avons pu a la fois renforcer nos résultats gpORr certains genest cribler un plus grand
nombre de génes, exprimés durant le développement de l'oreille interieo, afin de
confirmer l'identité otique de nos cellules. A ca@leces techniques de biologie moléculaire,
nous avons recherchgar imnmunocytochimiela présence de certains marqueurs otiques
précoces (PAX2, GATA3, DLX) et tardifs (POU4F3 et MYO7ALette technique consiste a
détecter la présence d’'une protéine d’intérét a I'aide d’un anticorppeetiet donc de vérifier

la localisation de la protéine.

Grace a ces difféerentes techniques, nous avons montré que trois lignées d'iPSC
humaines (P11025, ChiPSC4 et ASC) sont capables de se différengtes en progéniteurs
otiques et donnent naissance a @€. Ces résultats quantitasbnt encourageantidne étude
plus détailléesur I'expression des marqueurs otiques sera indispensable pour appuyer
d’avantage la pertinence de notre protocole de différenciation. Il sera par exermppttant
d’examiner la présence de cém@ marqueurs @ CC difficilement visualisables par
immunocytochimie, comme MYO7A et MYOfar d’autres techniqgues comme \léestern
blot. Cette techniqueenseigne non seulement sur la quantité de protéine présentgomaes
en plus des renseignements au niviiala qalité de la protéine d’intérépour vérifier qu’elle

n'est pas dégradeée.

En outre, sur le plan moléculaire, une analyse transcriptomique plus approfondie sera

intéressante pour renforcer les résultats obtenus par qPCR et Fluidigm. Oaitpourr
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eventuellementtiliser des puces a ADNu encore unéechnique de séquencage a haut débit
(RNAseq). Ces nouvelles approches techniques devraient nous permettre non seulement de
mesuret’expression simultanée de tous les genes dans nos cellules différenciéesissiaie

mettre en évidence de nouveaux genes candidats, nécessaires pour la différeniga¢ian ot
partir des cellules souches’ailleurs, dans notre deuxiéme article, nous montrons quelques
résultats préliminaires obtenus par RNAsegus travaillonsactuellement en collaboration

avec un ingénieur de la plateforme transcriptomique Acobium (Montpellier)asayse de

ces résultats. Nous allons prochainement pouvoir bénéficier dermaSasdgui seront intégrées

dans notre article II.

Parmi les objectifs initiaux de ma these figurait la caractérisation électrophygimog
des cellules otiques apres différenciation. Cependant, nous avons rencontré deuxslifficult
ne nous ont pas encore permis de mener a bien cette étude. Premierement, no@t avons
confrontés au probleme d’hétérogéenéité dans nos cultuess progéniteurs obtenus ne
présentaieh pas une morphologie homogéne et exprimaient de maniere différentielle les
marqueurs otiques, notamment les marqueurs de CC. Deuxiemement, nous p&s/aies
marqueur d€C maturegonctionnellesDe ce fait, il nous a été difficile de les repérenens
basantsimplementsur leur morphologie en contraste de pha&agré but, en collaboration
avec I'équipe d Dr Patrick Delmas, spécialiste des cananiques etde latransduction
sensorielle, nous avons fait un test préliminaire dans le cadre de notre étuadibitiohn de
Notch (Article ). Nous avondait desenregistements électrophysiologiques sguelques
cellules a J20 aprés inhibition deotdh Les cellulesont été plutot faciles a enregistrer et
présentaient une bonne adhérence. Les enregistrements ot¢rmsntéla présence de
différents types de canaux voltadépendarst indiqués danga figure 14. Les courants
observés correspondaient a ceux obtenus dans I'ét@fhicha avec des ESC a¢siPSC
murines(Oshima et al., 2010 ependannous n'avons pas poursues enregistrements tant
gue nousne dispomnspas d’'un moyen’identifier spécifiquement les cellules ciliéggantes

en culture.

Ces résultats semblent encourageamisis nécessitent encore beaucoup de mise au
point notammentoncernanta tracabilité des CAdéalementil serait bien d’avoir une lignée
porteuse d’'un géne rapportdeomme la GFP)permettant de localiser les cellules d’intérét
facilementpuis defaire leurcaractérisation électrophysiologique pwérifier qu'’il s’agit bien

de CCfonctionnelles.

118



0mV (AV = 5mV)

900

800
=T . z 20 courant sortant K+
g‘ oo - 100 -
= 500 - =
g -
£ o - . Courant sortant K+ g (] .
e . E 60 -5 -40%-80_-20 -10

- " £ -100: #

100 o) 5

70 60 50 40 30 20 -0 0 -200 = courantentrantNa+ =
Voltage (mV)
-300-

Figure 14: Enregistrement des courants voltage-dépendants a partir des hiPSC a J20
différenciées apres inhibition de Notch

On observe différents types de courants voltage-dépendants : en (A), une cellule exprime
exclusivement des canaux K* qui générent un courant sortant et en (B), une cellule exprime a
la fois des canaux Na* et K* qui générent un courant entrant et sortant.

Obtenir de nouvelles CC fonctionnelles in vitro constituerait une avancée technologique
majeure pour restaurer 1'audition par thérapie cellulaire. Cependant, nous sommes encore bien
loin de pouvoir prétendre a régénérer complétement une CC mature et fonctionnelle in vitro.
En effet, obtenir des CC fonctionnelles exige que des stéréocils intacts et bien organisés soient
présents, puisqu’ils constituent le siege de la transduction mécano-électrique. Ainsi, avant de
nous intéresser a la caractérisation électrophysiologique in vitro, nous pourrions d’abord
montrer la présence de stéréocils dans les cellules différenciées. Malheureusement, dans nos
deux modeles de culture présentés dans les Articles I et II, nous n’avons pas réussi a voir des

stéréocils, que ce soit en immunocytochimie ou par microscopie électronique a balayage. Ce

point mérite encore plus d’investigations afin de mieux déterminer le phénotype de nos cellules.

Dans les deux articles présentés dans cette these, nous sommes intéressés plutdt a la
cellule ciliée et les voies de signalisations impliquées dans leur différenciation. Cependant,
régénérer des CC in vitro méme matures, fonctionnelles et correctement innervées, ne suffirait
pas pour restaurer completement 1I’épithélium cochléaire. Il pourrait encore manquer les
structures de soutien comme les cellules de soutien ou les neurones. Ainsi, il serait intéressant
de voir, dans nos deux modeles de culture (Article I et II), si nos cellules différenciées expriment

des marqueurs de cellules de soutien ou encore des marqueurs neuronaux.
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Les surdités neurosensorielles constituent un probléme majeur de santé pubdint d’aut
gue le nombre des personnes qui en souffrent ne cesse d’augmenter. L’OogaNieatliale
de la Santé estime que d’ici 2050, plus d’'un milliard de personnes seragitu&ion de
déficience auditive. Les traitements disponibles a I'heure actuelle saésliéndes techniques
de suppléance de la fonction auditive (prothéses auditives, implants cochléalegnte de
traitements curatifs a suscité l'intérét des cheurs pour trouver de nouvelles stratégies
thérapeutiques permettant de restaurer la fonction auditive. En effet, lets pfogrésde la
thérapie cellulaire dans le traitement des maladies neurodégéenératives, @mmakadie
d’Alzheimer ou encore la sclérose en plaques, ont fait naitre I'espoir q@laestratégie
puisse également restaurer I'audition chez les malentendants. Ceperafard,eawisager une
greffein vivo, une telle approche nécessite une bonne maitrise de la différeniciatiiva des
cellules souches en cellules neurosensorielles. Les études présentées ddmesegtitlisant
des techniquem vitro et in vivo, apportent une meilleure connaissance des mécanismes de
différenciationin vitro des iPSC humaines en cellules otgamsi que des données nécessaires

pour continuer I'évaluation de leur potentiel thérapeutiguavo (voir Annexe 1).

En effet, nous avons montré d’une part que l'inhibition tardive de la voie Notch favorise
la différenciation des hiPSC en CC (Article D’autre part, nous avons démontré que
I'inhibition de la voie Wnt durant la premiere phase de différenciation est a@eepsur
I'induction otique et initie la spécification du phénotype CC (Article Il). @ssltats sont d’'une
importance cruciale psgu’ils apportent de nouveaux arguments en faveur de I'implication des
voies Notch et Wnt dans la différenciation otique in vitro. Toutefois, des études plus
approfondies sont nécessaires pour évaluer et comparer I'effet combiné de latiooadid
Wnt etNotch. Ainsi, nos travaux soulévent de trés nombreuses perspectives tant d’'un point de
vue fondamental que thérapeutique. Trois grands axes de recherches complénueinaing
étre développés pour : i) améliorer la compréhension des mécanismes d’actignidaNat
et Notch sur la différenciation des hiPSC en CC, ii) approfondir I'analyse pipénot et
électrophysiologique des CC générées et iii) examiner le potentiel thérapedgiges cellules

et leur devenir apres grefiie vivo (voir Annexe ).

Premierement, en ce qui concerne I'étude de l'interaction entre Notch et Wnt, nous
avons déja évalué I'effet de I'inhibition de Notch sur des progéniteurs otiques issus dol@rotoc
d’induction avec modulation de Wnt (Article I1). Des cellules a J1®tintraitées pendant une
semaine avec deux molécules inhibitrices de la gaseunegétase (la DBZ utilisée dans l'article
I, ou la DAPT), ou avec la combinaison AR+EGF (Article gslrésultats dalquantification

121



de certains marqueurs précoces de CC (ATOPIOU4F3 et MYO7A) montrent une -up
régulation de POU4F3 dans toutes les conditions et un effet comparable des deulemoléc
inhibitrices de la voie Notch. De plus, I'expression de ce marqueur a J20 ne montre pas de
différence significative par rapportJd3 (Figure n°). Ces résultats suggerent qu’'a ce stade de
différenciation, I'inhibition de Notch n’était pas nécessaire, les cellulesnétdéja engagées

dans la différenciation otique tardive et poursuivre linhibition de Notch n’apporte pas
d’amélioraton. Pour confirmer cette hypothese, il faudrait pitue analyser I'expression des
marqueurs tardifs de CC. En outre, pour poursuivre la compréhension des mécanisioas d’act
de la voie Wnt et Notch et déterminer comment elles favorisent la difféiiencages CC in

vitro, il serait nécessaire de voir I'effet d’'une double inhibition de Notch et Wnt dlarant
premiére phase d’induction (entre JO et J13). Il a en effet été démontré que ces égux Vvoi
interagissent durant la régénération desilC@vo (Jayaena et al., 2008; Rome@arvajal et

al., 2015). Dans une étude récente, Ni et ses collaborateurs mguoteda seule modulation

de Wnt, ou bien la seule inhibition de Notch, n’était pas la solution idéale pour une régénération
a long terme des CC. Cetétude a montré que I'activation de Wnt suivie d’une inhibition de
Notch favorise une régeénération des CC dans des cochlées normales et Iésées de sour
postnatales, tout en préservant les cellules de soutien. Le tracage des noulsddssramtre

gueles CC ont été régénérées par mitose et non pas padiff@nsnciation des cellules de
soutien (Ni et al., 2016). Une autre étude supporte ces résultats : elle moniirendpidn de

Notch associée a une activation de Wnt induit la prolifératiorceledes de soutien puis une
régénération des CC dans les utricules de souris (Wu et al.,, 2016), ce qui suggéere que la
régénération mitotique des CC dépend non seulement de I'action de la voieraichussi

celle de Wnt. Il ya donc une interactiorcrosstalll entre ces deux voies de signalisation qui

régule la différenciation des CC.

L’efficacité de nos deux protocoles, en termes de différencipti@rocedes hiPSC en
progéniteurs otiques, a été évaluée par une étude quantitative de I'expression de ®AX2 da
nos celluleg55% a J@Article 1l vs12% Article )). Il vrai quePAX2 est un marqueur robuste
de la placode otiquecependant, il serait intéressant de regarder si les cellules PAX2 positives
co-expriment d’autres marqueurs de la placode oticpameDLX5 et GATA3. Pour la
caractérisation du phénotype de la CC, nous aexaind’expression de plusieurs marqueurs
embryonnaireATOH1, MYO6, POU3F4, POU4F3, MYO3A, MYO7A et MYO15/t
mature(AQP1, OTOF, TMC4, CHNRA10 et LBH)e la CCpargPCR parFluidigm ou encore

par RNAsep. En revanchecertainsanticorpsn’étant pas disponibles, nous nous sommes
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contentés d’examindiexpression de deux marqueussdifs de la CCPOU4F3 eMYOT7A,
par immunocytochimie. Ainsi, il sera nécessaire d’évallexpression d’autres marqueurs
notamment la MYO6 et MYO15A.
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Figure 15: Caractérisation des cellules traitées avec Wnt puis Notch

Deuxiemement, il est vrai qu’avoir des CC fonctionnebe®c des stéréocils matures
serait I'idéal pour envisager une restauration de I'audition par thérapiatellTloutefoisune
thérapie cellulaire est particulierement complexe dans l'organe de Gaiggent les CC.
Contrairement a d'autres tissus, comme la moelle osseuse, ou les cellupesismngianisées,
I'organe de Corti est un tissu tres bien organise, extrémement différemicat ks propriétés
mécaniques, liéed sa morphologie, sont essentielles a sa fonction. Dans cet organe, chaque
cellule ciliée répond a une fréquence sonore précise selon sa localisatiores CC matures
et fonctionnellesn vitro ne suffiraitdoncpas pour régénérer complétement I'organe de Corti
in vivo. Apres tansplantation, les cellules devraient encore se différencier a des localisations
précises pour étre stimulées correctement. De ldusombre dees cellules doiétre régulé
puisque des cellules ciliées surnuméraires conduisent aussi a une perten'@bulibels et
al., 2008; Hayashi et al., 2007; Mansour et al., 2008pendant, est vraiment nécessaires de
greffer des CC matures et fonctionnelbesir restaurer la fonction auditivA® lieu de chercher
a obtenirdes CC matusein vitro, ne seraiil pas plus judicieux de greffer des cellules
progénitrices? Des cellules au stadie progéniteurs seraient plus compétentes pour régénérer

les cellules endommageées. De ce faitlieu de chercher a avoir des CC fonctionnétiegtro,
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il serat plutétintéressant dagouver un moyen pour trier les cellules au staabgéniteur en
gardant uniguemertellesexprimant exclusivement les marqueurs otiques. Cela pourrait étre
accompli en utilisant un marqueur de surface, ou encore une ligggEetrice. D’ailleurs,le
consortium européeauquel notre équipe est rattaché a généré une lignéeGFaxgue nous
allons bient6t recevoir. Cela fatdrala tracabilité des cellulea vitro, ou mémen vivo: nous
pourrions d’abord les purifignar cytométrie en flux ensuite les propageCela permettrait
d’enrichr la population otiqguavant ddes greffer. Nous bénéficions aussi d’'une lignée hiPSC
Myo7a-GFP,sur laquelle nous avons le privilege d’@&e premies a travailler Nous avons
déja commencé a explorer son potentiel de différenciation en cellules otiques
Malheureusement’expression de la GFP reste pour l'instant trop faible pour obtenir des
résultats concluant€ela est peut étrelda une inhibition de I'expressiale la GFP au furté
mesure des passages des hiPSC pendant la propagamendant, cette lignée serait d’'une
grande importance pour la caractérisation électrophysiologique des CC dbteitus puis

greffésin vivo.

Troisiemement et dernieremeatcoté des études vitro, nous étions curieux de voir
guel est le potentiel thérapeutique de nos progéniteurs otique, lorsqu’ils seroésidgatt un
modele d’ototoxicité. Nogpremiers essais de grefie vivo sont encouragean(soir Annexe
1). Cependanti] est nécessaidavoir un moyen dsuivre lescellules aprés greffe. Ainsi, avoir
une lignée apportrice serait utile non seulemeint vitro mais surtoutin vivo. Elle nous
permettra de localiser nos cellules aprés gneffieimmunohistochimiede voir si elles sont

attirées par les lésisret d’évaluer leur devenir.

Dans les deux articles présentés dans cette these, nous sommes intéresse$aplutot
cellule ciliée et levoies de signalisationsnpliqguées dans leur différenciation. Cependant
régénéer des € in vitro méme matures, fonctionnelles et correctement innegraéesuffirait
pas pour restaurer completemdigpithélium cochléaire Il pourrait encore manquer les
structures de soutien comms keellules de soutien ou les neurones. Ainsi, il ser@tessant
de voir, dans nos deux modeéles de culture (Article | et Il), si nos cellulesdifées expriment
des marqueurs de cellules de soutien ou encore des marqueurs nelfanauixe, les iPSC
sont connues paueur instabilité génétiquelue pmcipalement a l'utilisation deétrovirus et
d’'oncogenes durant la reprogrammation. Elles peuvent donc accudrdernomalies
génétiques apres plusieurs passages. De ce fait,itl jseliaieux de voir le caryotypee nos

cellules aux pasges utilisépour lesdifférendations.
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Pour conclure, les travaux présentés dans cette these fournissent de nouvelles données
sur les voies de signalisation qui devraient étre modulegtro pour différencier des cellules
souches en progéniteurs otiques puis CC. Nous montrons deux protocoles simples de
différenciation en monocouches d’hiPSC humaines en cellules otiques. Leatsésilenus
pourraientcontribuer a développer une stratégie de thérapie cellulaire basée sur la greffe des

cellules otiques progénitricg®ur traiter les surdités neurosensorielles.
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ANNEXE

Vers I'évaluation du potentiel thérapeutique des iPSC humaines dans la surdité
neurosensorielle

Parallelement a I'étude vitro des voies de signalisation nécessarksdifférenciation
des iPSChumaines en cellules cigg, nous nous étions curieux de voir quel pourrait étre
'apport d’'une greffe de nos cellulesvivo. En collaboration aveanecollégue j'ai souhaité
approfondir I'évaluation du potentiel thérapeutique de nos progéniteurs otiqgues dans un modéle
de surdité neurosensorielle. Pour cela, nous avons choisi de travailler sur un modéle
d’ototoxicité chez le cobaye dans le but de reproduire I'ototoxicité pharimdoibe observée
en clinique, une cause de surdité de plus en plus fréequente chez I'hbesnobjectifs de notre
étudein vivo étaient doubles. Dans un premier temps, nous devions mettre au point le modeéle
animal,carétablir un modele fiable d’ototoxicité était la conditgine qua nompour démarrer
les stratégies de greffdansuite, noudevionsétudieres différentes stratégies nécessaires pour
optimiser le taux de réussite de nos greffear quelle voie faudrait injecter les cellule®
Puisqu’il s’agit de xénogreffegcellules humaines transplantées chez le cobagal
nécessaire d’administrer un traitement immunosuppresseur ?

Aprées plusieurs essais, nous avons réusigivalopperun bon modéle de surdité bien
caractérisé chez le cobaye. En résumeé, les animeevaientun trauma ototoxique par
administration din antibiotiquedela classe des aminoglycosigéamikacine,que nous avons
injecté quotidiennement par voie intramusculaire pendant 15 j@tiggire 16A). La perte
auditive a était évalué par plusieurs techniquedlant de I'immunohistochimie jusqu’a
I'électrophysiologie. Au niveau cellulaire, nous avons observé une ipgptatantede CC,
internes eexternes, qui a désorgad@i&architecture de I'organe de Coffrigure 16B). Cette
perte a aussté validée au niveau fonctionnel, en mesurant les potentiels évoqués auditifs du
tronc cérébral, les ABRAUditory Brain Responsgsle seuil auditifa monté aprés injection
d’amikacine(Figure 16C,D). Ensuite, des progéniteurs otiquéssus @ la différenciation des
hiPSCavecun traitement FGF3 et FGFlfiendant 13 jourgprotocole de I'articld) ont été
marquésavecun colorant rougde Vybrant(Thermo Fisher Scientif)¢ qui pénetreet colore
les cellules vivantespermettan ainsi leur tracabilité apresrgffe. Une fois marquées, les
cellules ont été injectées unilatéralement garhléostomiex la dose de 4000 cellules par
cochlée technique qui consiste a perforer la cochlée en traversant l'os et la strie vasculaire au
niveau du premier tour de la cochtd®reille controlatérale a servi démoin. Ain d’éviter le

rejet de nos greffons, un traitement immunosuppresseur a été administré aus garaye
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injection sous-cutanée de ciclosporine (15 mg/kg/j) a partir de 2 jours avant greffe jusqu’aux 7

jours apres greffe.
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Figure 16: Caractérisation du modele d’ototoxicité chez le cobaye

(A) protocole d’induction d’ototoxicité chez le cobaye induit par injection de I’amikacine par
voie intramusculaire (i.m.) pendant 15 jours. (B) Les enregistrements ABR montrent une
augmentation du seuil auditif. (C,D) L’analyse immunohistochimique montre une
désorganisation de 1’épithélium cochléaire et une perte des cellules ciliées tout le long de la
cochlée, comme le montre I'immunomarquage de la Myosine 7a (rouge).

Afin d’évaluer le taux de survie de nos greffons, les animaux (5 par groupe) ont été
sacrifiés a différents temps : 4, 14 et 60 jours post-greffe. L’analyse immunohistochimique des
épithéliums cochléaires a montré la présence de cellules marquées au Vybrant aux différents
temps post-greffe (4, 14 et 60 jours post-greffe), tout au long de 1’épithélium cochléaire, avec
un nombre plus important au niveau du premier et du deuxieme tour de la cochlée mais aussi
au niveau de la strie vasculaire et du modiolus (Figure 17). Cependant, le nombre de cellules

avait tendance a diminuer en fonction du temps post-greffe, mais il est difficile de savoir s’il
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s’agissat vraiment d’'une diminution du nombre des cellules greffées ou d’'une dégradation du
Vybrant. En outrel'analyse quantitative montré queshez les animaux immunodéprimés
nombre des cellules Vyhmapositives était plus importapiar rapport aux animawémoins

(197 £ 120vs 60 + 23par cochlégn = 2). De plusles cellules Vybranpositives ont été
retrouvées a une distance piogportantedu bord (>20 um) a l'intérieur de I'épithélium chez

les animaux traitées avec de la ciclospovieg4 um de la membrane basale chez les témoins.
Ces résultatsuggerat quel'immunosuppression favorida survie et la migration des cellules
greffées. Ces données restent préliminaires mlais sbnt tout de méme encourageantés. A

de mieux évaluer l'efficacité é¢ potentiel thérapeutique de nos progéniteurs otiques, nous
sommes en train d’étudier leur capacité de migradiane fagon plus approfondensi que

leur devenir cellulaire apres greffe.
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Figure 17: Localisation des cellules 14 jours apres la greffe

(A) Protocole de préparation des cellules : apres 13 jours d’induction par traitement FGF3 et
FGF10, les cellules ont ét¢ marquées avec du Vybrant (rouge) et expriment PAX2 (en vert)
(A”). Puis elles ont été greffées par cochléostomie (A’’). (B-C’”) Apres 14 jours, les cellules en
rouge ont été retrouvées au niveau des différents tours de la cochlée, mais principalement au
niveau du premier tour (ligne pointillée jaune). SV : scala vascularis, SM : scala media, ST :
scala tympanic.
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