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Avant-propos

L'étude du systeme nerveux central (SNC) implique d’avoir accés a certaines
structures clés pour la transmission des messages nerveux, tels que la synapse ou encore
I’'organisation moléculaire du segment initial axonal (SIA). Les tailles de ces éléments sont de

I’ordre des dizaines de nanometres.

En microscopie optique classique, la limite de localisation spatiale d’un objet est
proportionnelle a la moitié de la longueur d’onde de la lumiére d’émission, soit environ 250
nm. On appelle ce seuil la limite de diffraction de la lumiére. La microscopie électronique qui
utilise, non pas des photons, mais des électrons pour éclairer un objet, permet de descendre
largement sous ce seuil car les électrons ont des longueurs d’ondes bien plus petites, qui
permettent d’atteindre une résolution de l'ordre du picometre. Cette technique
microscopique requiert une préparation assez lourde de I’échantillon a observer, excluant
notamment les études sur des échantillons vivants. Les techniques de microscopie dites
super résolutives, permettent d’atteindre des résolutions de l'ordre des dizaines de

nanometres tout en utilisant des microscopes optiques classiques.

Dans le contexte d’étude de notre unité « Maladies et Hormones du Systeme
Nerveux », la microscopie super-résolutive, qui permet a la fois d’atteindre des résolutions
suffisantes pour étudier les structures d’intérét du systéme nerveux et en méme temps de
pouvoir faire des études dynamiques dans des cellules vivantes, est un systéme tout a fait

indiqué.

Notre unité s’est donc récemment dotée du microscope Elyra PS.1 de Zeiss
permettant de travailler avec différentes techniques de microscopie super résolutive, la
microscopie a illumination structurée (SIM), et la microscopie de localisation de molécules

uniques (SMLM) que sont les méthode STORM ou PALM.

Mon travail au laboratoire ces deux derniéres années a consisté a me former sur ces
technologies de microscopie a travers différents projets scientifiques, dont les thématiques
ont en commun I'étude des synapses inhibitrices du SNC. Ce sont ces travaux que j’ai choisi

d’exposer dans ce mémoire.



Introduction

I -Neurobiologie des synapses inhibitrices

1. Les synapses

L'information dans le systéme nerveux central circule via les neurones qui générent
et transmettent l'influx nerveux. Les neurones, qui sont composés en général d’un soma, de
dendrites et d’'un axone, communiquent entre eux a travers les synapses. Une synapse est
constituée d’un bouton présynaptique, d’une fente synaptique et du bouton post-
synaptique. Le neurone présynaptique transmet un potentiel électrique le long de son axone
qui se termine par des boutons présynaptiques. Le potentiel électrique va déclencher la
libération de messagers chimiques contenus dans des vésicules synaptiques présentes dans
les boutons présynaptiques a travers la fente synaptique. Ces neurotransmetteurs seront
captés par des récepteurs se situant du cété de la cellule post-synaptique. Les récepteurs
post synaptiques activés déclencheront une réaction dans la cellule, suivant le type de
neurotransmetteurs et de récepteurs mis en jeu. En effet, on distingue deux types de
synapses chimiques suivant les molécules qu’elles contiennent : les synapses excitatrices et
les synapses inhibitrices. Les synapses excitatrices vont enclencher la propagation d’un signal
électrique dépolarisant a travers le neurone, alors qu’au contraire I'activité des synapses
inhibitrices crée une hyperpolarisation qui va inhiber la propagation du signal électrique

(Halterman 2005).

Le flux électrique va passer d’une cellule a une autre, via une synapse. La plupart des
synapses du SNC sont des synapses chimiques (a distinguer des synapses électriques). Pour
transmettre son signal électrique, une cellule émettrice va faire passer un potentiel d’action
(signal électrique) via son axone et atteindre une cellule réceptrice. Au repos, le potentiel
membranaire du neurone est de -70mV entre le cytosol et le milieu extracellulaire. Pour
gu’un potentiel d’action soit déclenché au niveau du segment initial axonal, le potentiel de la
membrane du neurone doit atteindre un certain seuil a cet endroit (-55mV). Cela sera

possible grace a I'entrée dans le neurone d’ions chargés positivement. Au contraire, une
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entrée d’ions négatifs, contribuera a diminuer la capacité du neurone a déclencher un
potentiel d’action. Les synapses excitatrices sont celles qui permettent I'entrée des ions
chargés positivement (Na*, Ca?*) et les synapses inhibitrices les ions chargés négativement
(CI). Lentrée de ces ions est contr6lée au niveau des synapses par des récepteurs

ionotropiques.

Le bon fonctionnement du systéme nerveux requiert un équilibre fin entre synapses
excitatrices et inhibitrices. Les synapses inhibitrices, qui sont généralement moins
nombreuses que les synapses excitatrices dans la plupart des réseaux neuronaux, sont
impliquées dans diverses pathologies comme I'épilepsie, I'anxiété, les troubles du sommeil ,
la dépression ou encore I’hyperekplexie (Saini et Pandey 2020) , maladie qui sera étudiée

plus en avant dans ce rapport.

2. Les synapses inhibitrices

Les deux principaux neurotransmetteurs inhibiteurs du SNC sont l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA) et la glycine (Gly). Le premier est majoritaire dans le cerveau, tandis
gu’on retrouve essentiellement le second dans la moelle épiniéere et le tronc cérébral, ou la
plupart des synapses inhibitrices sont dites mixtes (GABAergique et glycinergique)

(Bohlhalter, Mohler, et Fritschy 1994).

L'inhibition provoquée par le GABA est transmise par les récepteurs du GABA de type
A (GABAxRs), et celle de la glycine par les récepteurs de la glycine (GlyRs). Ces deux
récepteurs sont donc retrouvés au niveau post-synaptique des synapses inhibitrices et ont
en commun certaines caractéristiques. lls sont dits ionotropiques, car ils agissent comme des
canaux ioniques. Les récepteurs sont tous deux des hétéropentaméres transmembranaires,
dont les sous-unités sont arrangées autour d’un pore central par lequel les ions chlore

peuvent pénétrer dans le neurone lorsqu’il est ouvert (Figure 1).
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Figure 1 : Schéma de la structure de base des récepteurs du GABA et de la glycine. Chaque
sous-unité est composée de quatre domaines transmembranaires (A), et 5 sous-unités
forment un pore central (B). D’aprés (Moss et Smart 2001).

Ces deux récepteurs se lient a des protéines d’échafaudage comme la géphyrine qui
permettent d’ancrer les récepteurs au niveau des synapses (Figure 2). Il a été montré que
ces récepteurs diffusent latéralement dans la membrane plasmique et que les interactions
entre les récepteurs et les protéines d’échafaudage impactent cette mobilité, controlant
ainsi la répartition synaptique et extra-synaptique des récepteurs. Ce phénomeéne contribue
a la plasticité synaptique et donc a la régulation de I'inhibition neuronale (Gerrow et Triller
2010). C’est pourquoi dans notre étude nous nous intéresserons de pres a la géphyrine en
paralléle des GABAaRs et des glyRs. Des études ont montrés que la phosphorylation de la
géphyrine influe sur la capacité de sa molécule a former des clusters aux synapses
(Tyagarajan et al. 2011) et de plus, la phosphorylation est un des mécanisme qui régule les

interactions de cette protéine avec les GABAARs (Battaglia et al. 2018).

12



2
@ @

& &

/ C.\ @ GAB»« " (';\ (. @\)

o e
\Q, 3 >
\~~\_, - B_‘./ _— /—/
Presynaptic =~ —
membrane
a-neurexins a-neurexins

GABAWR GABAR GlyR GlyR
a B

6’3\

i

Postsynaptic

Tubulin

Actin-filament

Figure 2 : Schéma représentant I'organisation des synapses inhibitrices, d’apres (Choii et Ko
2015).

3. Les récepteurs du GABA de type A

L'effet de GABA sur les GABAaAR est l'ouverture du canal ionique perméable
préférentiellement aux ions chlorure. Comme expliqué précédemment, les ions chlorure
vont rentrer dans la cellule et faire baisser le potentiel électrique membranaire, donc
hyperpolariser la cellule, et du coup diminuer sa capacité a déclencher un potentiel d’action
au niveau du segment initial axonal, qui est le site d’initiation du potentiel d’action (Huang et
Rasband 2018). Les GABAAR peuvent lier différents modulateurs allostériques (dont les
stéroides neuroactifs, les benzodiazépines, I’éthanol). En se fixant sur un site différent de
celui du GABA, ceux-ci vont augmenter ou diminuer |'effet induit par les molécules de GABA.

On parle de modulateur allostérique positif ou négatif (Solomon et al. 2019).

On distingue une grande variété de sous-unités du GABA qui forment le pentamere. 19
génes codent pour les sous-unités différentes déclinées en plusieurs isoformes : al—-a6, B1—
B3, Y1-vy3, 6, €, i, 6, p1-p3. L'association de sous-unités la plus répandue est composée de

deux sous-unités alpha, deux sous-unités béta et d’'une sous-unité gamma ou delta. Cette
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diversité de combinaisons de sous-unités pour composer un récepteur du GABA joue
grandement dans la spécificité des profils pharmacologiques, physiologiques et sur la

localisation des récepteurs (Fritschy et Panzanelli 2014).

Les récepteurs du GABA peuvent se situer au niveau des synapses ou sont extra-
synaptiques. Suivant leur localisation, la composition en sous-unités differe souvent par la
présence, entre autres, de la sous unité gamma 2 au niveau synaptique et de la sous unité
delta quand il s’agit d’'un récepteur extra-synaptique. Les récepteurs synaptiques vont
transmettre un signal électrique dit phasique, rapide et de grande amplitude, alors que les
récepteurs situés en dehors des synapses vont transmettre un signal dit tonique de faible
amplitude mais plus persistant. La combinaison de ces deux types de fonctionnement

permet une régulation fine de I'inhibition neuronale (Wu et al. 2012).

4. Les neurostéroides

Les récepteurs des synapses inhibitrices sont sensibles a un large éventail de molécules
qui viennent moduler leur fonctionnement. Parmi ces molécules, nous distinguons les
neurostéroides, aussi appelés stéroides neuroactifs (NAS pour I'anglais NeuroActive
Steroids). Plus généralement, les stéroides sont des hormones synthétisées a partir du
cholestérol dans les mitochondries et sont produites par les glandes sexuelles et surrénales.
Leur caractere lipophile leurs permettent de traverser les membranes cellulaires
passivement. Les stéroides agissent principalement au niveau de récepteurs nucléaires en
agissant sur la transcription de geénes cibles, mais ils ont également des effets non
génomiques (Guiochon-Mantel et Milgrom 1999). Les neurostéroides ont la particularité
d’étre synthétisés de novo dans le cerveau a partir du cholestérol, ou a partir de métabolites
des stéroides sexuels et de stress (progestérone, corticostérone) qui peuvent passer la
barriere hémato-encéphalique. Sous I'appellation NAS on regroupe les neurostéroides
(produits dans le cerveau) mais aussi les stéroides ayant un effet sur le systéeme nerveux
central via des récepteurs non nucléaires, comme par exemple les récepteurs ionotropiques.
C’est le cas de la progestérone, de I'alloprégnanolone. Ainsi, les NAS ont la capacité d’agir
trés rapidement sur des récepteurs qu’ils soient synaptiques ou extra-synaptiques et

peuvent avoir un effet modulateur allostérique positif (PAM) ou négatif (NAM) (Schverer et
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al. 2018). L'alloprégnanolone (ALLO), qui est un NAS endogene, est I'un des modulateurs
allostériques positifs les plus puissants du récepteur du GABA, et mime les effets provoqués
par les traitements aux benzodiazépines. Ces médicaments agissent spécifiquement sur les
récepteurs du GABA en tant que PAM, et sont utilisés pour leurs effets anxiolytique, sédatif,
antiépileptique et myorelaxant. lls ont pour défaut de provoquer des effets secondaires tels
qgue la dépendance, une sédation ou encore de I'amnésie. L’ALLO, qui ne provoque pas
d’effets secondaires aussi forts, est une cible thérapeutique intéressante pour traiter les
maladies liées au stress ainsi que la dépression (Zorumski et al. 2019). Cependant, le mode
exact de fonctionnement des NAS sur l'inhibition neuronale n’est pas connu. En effet,
plusieurs facteurs rendent cette étude difficile : la diversité des cibles moléculaires des NAS
(récepteurs du glutamate, récepteur de la progestérone, récepteurs voltage dépendants,
canaux calciques), le nombre important de métabolites des NAS ayant des effets différents,
le manque de connaissance des effets des NAS sur la distribution et la mobilité des
récepteurs dans la membrane neuronale (Kudova 2021). Il semblerait que I’ALLO a un effet

plus important sur les récepteurs contenant la sous unité delta (Belelli et al. 2002).

L'alloprégnanolone peut étre converti en isoallopregnanolone (INN) son
stéréoisomere. INN antagonise |'effet de I'ALLO sur les récepteurs du GABA (Figure 3).
L’allopregnanolone est déja autorisé aux Etats-Unis depuis 2019 comme médicament sous le
nom de Brexanolone pour traiter la dépression du post-partum (Edinoff et al. 2021). SAGE-
217 (Zuranolone), un NAS exogene, est également nouvellement autorisé comme traitement
de la dépression du post-partum depuis 2023, cette molécule ressemble a celle du
Brexanolone, mais contrairement a celle-ci, elle peut étre administrée par voir orale (Althaus

et al. 2020).

Nous voulons ainsi étudier le fonctionnement des NAS spécifiques du GABAAR avec des
profils cliniques connus que sont ’ALLO (endogéne) et SAGE-217 (exogéne), INN (endogéne)
et son analogue synthétiqgue GR-3027. Ce sont toutes des molécules approuvées ou en cours
d’étude pour soigner les maladies liées a des défauts de signalisation GABAergique. C’est
pourquoi il nous parait important de comprendre plus en détail les mécanismes de ces
tetrahydro-métabolites de la progestérone et leurs analogues pour mieux caractériser leurs

effets sur I'inhibition de la neurotransmission.
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Figure 3 : Biosynthése de l'alloprégnanolone et son stéréoisomére isoalloprégnanolone,
effets sur les populations de récepteurs de l'inhibition neuronale.

5. Récepteurs de la glycine

Les récepteurs de la glycine (GlyR) appartiennent a la méme famille de récepteurs que
les récepteurs GABAergiques et sont situés dans la moelle épiniere et le tronc cérébral. On
distingue deux familles de sous-unités : alpha (al-4) et béta. Les sous-unités alpha peuvent
former un homopentamere fonctionnel, ce qui n’est pas le cas de la sous-unité béta. Cette
derniere permet la fixation du récepteur a la protéine d’échafaudage géphyrine qui se
trouve aux synapses. Par conséquent, les récepteurs homomériques composés des sous-
unités al-4 se localisent dans la membrane extrasynaptique, tandis que les

hétéropentameéres (af) forment des clusters synaptiques (Lynch 2009).

L'hyperekplexie est une maladie rare due a des défauts de fonctionnement de
I'inhibition glycinergique dont les mutations mises en causes touchent les génes GLRAI,
GLRB, GPHN (Bode et Lynch 2014). Les symptomes de cette maladie sont des sursauts
excessifs en réaction a des stimuli inattendus, et de I’"hypertonie pouvant conduire a des
arréts respiratoires fatals chez les nourrissons. Différents modeles de souris récapitulent les

symptomes de I'hyperekplexie chez ’homme, dont les mutants oscillator et shaky, qui
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portent des mutations dans le géne du GlyRal (Schaefer et al. 2017) (Buckwalter et al.

1994.; Kling et al. 1997).

En collaboration avec le laboratoire de Carmen Villmann (Institut de neurobiologie
clinique, de 'université Julius-Maximilians de Wirzburg en Allemagne), nous avons analysé
les synapses glycinergiques des moelles de ces différents modéles de souris a I'aide de la

technique PALM.
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II - Les méthodes microscopiques utilisées

1. Notion de microscopie photonique a fluorescence (Lichtman et Conchello 2005).

Un microscope a fluorescence permet de détecter dans un échantillon des molécules
marquées avec des fluorochromes ou couplées a des protéines fluorescentes, et ainsi
d’étudier la distribution de ces molécules au sein de tissus ou de cellules. Une molécule
fluorescente a la capacité d’absorber la lumiére dans une gamme de longueur d’onde
précise et de la restituer rapidement dans une gamme de longueur d’onde légerement plus
grande (déplacement de Stokes). Ainsi, en maitrisant les longueurs d’onde de la lumiére
utilisée grace a des systémes de filtres, il devient possible d’observer uniquement les
molécules fluorescentes d’un échantillon. Chaque fluorochrome a un spectre d’excitation et
d’émission qui le caractérise. Il est alors possible de combiner différents fluorochromes pour
marquer différentes molécules au sein d’'un méme échantillon, en prenant garde de les

choisir de maniére a ce que leurs spectres se chevauchent le moins possible (Figure 4)

AF488  AF555 AF647

2]
S

s
=)

n
=3

g
>
Z
[}
c
o
£
o
2
8
4

600
Wavelength (nm)

Figure 4 : Spectres d’excitation (pointillés) et d’émission (plein) de 3 fluorochromes,
couramment combinés pour nos expériences, Alexa Fluor (AF) 488, 555 et 647. Adapté du
Spectra viewer de Thermo Fisher.
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Un microscope a fluorescence est composé de différents éléments généraux (Figure 5).
On retrouve une source lumineuse puissante et homogéne, qui dispense une lumiere a large
spectre. Des objectifs et des lentilles permettent d’obtenir une image grossie de
I’échantillon. Un cube, composé de trois éléments : un filtre d’excitation, un filtre d’émission
et un miroir dichroique, servant a sélectionner les longueurs d’onde de la lumiére spécifique
au fluorochrome utilisé. Ces cubes sont interchangeables en fonction des fluorochromes a
visualiser. Et enfin le systeme de détection des signaux lumineux émis par I’échantillon, est

généralement une caméra EMCCD ou sCMOS.
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Figure 5 : Schéma simplifié d’un microscope a épifluorescescence. Adapté de la thése de
Tomas Maijtner, 2012.

La résolution latérale (r) obtenue par ces microscopes, qui correspond a la distance
minimale a laquelle deux objets peuvent étre distingués (appelé critére de Rayleigh), est
imposée par la loi de la diffraction de la lumiere et par I'ouverture numérique (NA) de

I'objectif utilisé et peut étre définie par la formule suivante :
r=MA/(2NA), A étant la longueur d’excitation.

En effet, la lumiere étant une onde électromagnétique, lorsqu’elle passe a travers une
ouverture sphérique, subit la loi d’Abbe sur la diffraction. Ainsi un objet ponctuel donnera
une image floue appelé tache d’Airy. Si les taches d’Airy se superposent, il devient

impossible de distinguer deux objets (Giancoli 1989) (Figure. 6).
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Dans un systéme optique considéré comme parfait, la résolution maximale atteinte
serait de I'ordre de ~200 nm, en utilisant des longueurs d’onde proches de l'ultraviolet (UV,

400 nm).
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Figure 6 : Représentation du phénomene des disques d’Airy et de la limite de résolution.
Source MicroscopyU, Nikon (https://www.microscopyu.com/microscopy-basics/resolution).

Or, dans la pratique, il faut considérer que I’échantillon a observer a également une
composante axiale (épaisseur en Z). Cela signifie que lorsque I'on veut regarder la lumiere
émise au réglage du plan focal, la lumiére émise par I’échantillon hors plan focal va venir
polluer le signal lumineux, et ainsi on perdra en résolution. Ce probleme est partiellement

résolu par la technologie du microscope confocal.

2. Microscopie confocale.

Le principe du microscope confocal, inventé en 1957 par Minsky (Cox 2002), est
d’éclairer I’échantillon uniquement sur un certain point focal (en z) et de récupérer la
lumiére provenant uniguement de ce méme point focal. Ainsi le signal lumineux récolté
n‘est pas parasité par la fluorescence provenant de toute I'épaisseur de I’échantillon

observé.
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Pour ce faire, le systeme du microscope a fluorescence présenté précédemment est
implémenté par deux modifications majeures. Premierement, la présence de 2 diaphragmes
trés fermés, I'un permettant de focaliser la lumiére sur un point précis, et le deuxiéme de
laisser passer sur le détecteur uniquement la lumiére émise par le point illuminé (appelé
pinhole). L'autre différence est I'utilisation de laser comme source d’illumination de
I’échantillon. En effet, pour reconstituer une image de I’échantillon a observer, il va falloir
scanner I’échantillon point par point en x et y mais également en z. Etant donné que la zone
illuminée est limitée pour chaque position du scan, il faut une source lumineuse tres
puissante afin de récupérer une lumiére émise détectable, c’est pourquoi on utilise des
lasers. Au lieu d’'une caméra, on utilise des photomultiplicateurs pour la détection de la
lumiere émise a chaque position, reconstituant ainsi une image tridimensionnelle de

I’échantillon.

Ce systéme permet donc deux axes d’amélioration par rapport au microscope a
fluorescence classique : en augmentant la résolution maximale en x et y jusqu’a 160 nm,
mais aussi en permettant I'obtention d’une image en 3 dimensions de I’échantillon scanné
avec un tres faible bruit de fond. Le désavantage de la microscopie confocale est que la prise

d’image est moins rapide a cause du scan.

Dans le cadre du projet mené sur |'étude des synapses inhibitrices, les méthodes
microscopiques employées doivent nous permettre de distinguer une synapse dont la taille

varie entre 100 et 400 nm et d’étudier sa composition et organisation interne.

Il apparait donc que méme la microscopie confocale ne nous permet pas d’atteindre

cette résolution, bien qu’elle sera utilisée pour les mises au point de nos immunomarquages.

C’est pourquoi notre unité s’est récemment dotée d’un systeme de microscopie a

fluorescence permettant de produire de I'imagerie super résolutive.
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3. Microscopie super résolutive

Notre poste Elyra PS.1 de Zeiss, est un microscope inversé a fluorescence permettant
de faire des acquisitions d’images en mode Structured Illluminated Microscopy (SIM) ou en

mode Single Molecule Localization Microscopy (SMLM).

3.1 Le mode Structured Illumination Microscopy (SIM)
Le mode SIM est une méthode de microscopie a fluorescence qui permet un gain de
résolution jusqu’a deux fois celle obtenue avec un microscope confocal, c’est-a-dire de

I'ordre de 100 nm de résolution spatiale en x, y et environ 250 nm en profondeur (z).

Pour comprendre le principe de cette méthode, il faut raisonner dans un espace de
fréquences. La limite de résolution imposée par la diffraction de la lumiére dans un
microscope ne permet pas de distinguer les éléments dont la taille est inférieure au critere
de Rayleigh, ces éléments dits « sous-résolus », ont dans un espace de fréquence, des hautes
fréquences, qui sont donc filtrées par un systeme optique classique (Figure 7). Le but de la
technologie SIM est de transformer ces hautes fréquences en composantes de basses

fréquences observables (Gustafsson 2000).
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Figure 7 : Composantes d’'une image en termes de basses et hautes fréquences. Source :
Zeiss-campus.

Observable region
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Pour ce faire, I'échantillon est illuminé par la lumiere d’un laser qui passe a travers une
grille, pour créer un motif sinusoidal de fréquences connues et proches de celles a résoudre
dans I’échantillon. Lorsque les deux motifs de fréquences proches se superposent (celui de
I’échantillon et celui de I'illumination du laser), des interférences se produisent et créent un
troisieme motif appelé franges de Moiré. Ces franges de Moiré ont la particularité d’avoir
des fréquences plus basses que celles des deux autres motifs et peuvent alors étre captées
par I'objectif du microscope (Figure 8). En prenant plusieurs images de I’échantillon avec des
positions de grille différentes, on obtient plusieurs images qui comportent les informations
fréquentielles nécessaires a une reconstruction d’une image super résolue. Cette

reconstruction se fera dans I'espace de Fourier.

diffraction

~~ grating X

sample illumination
(unknown) (known)

’//H,,lu.”"

Moire pattern (raw images)
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Figure 8 : Schéma du principe de la technologie SIM. Source : Andor Oxford Instruments,
application note ; https.//andor.oxinst.com/learning/view/article/super-resolution-imaging-

structured-illumination-microscopy.

Cette technique a l'avantage de ne pas demander de préparation d’échantillon

différente de celle réalisée pour la microscopie de fluorescence classique. Les mémes
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fluorophores (AF488, AF555, AF647) peuvent étre observés, permettant la reconstitution
d’images multicouleurs. D’ailleurs, I'imagerie SIM permet la prise et reconstitution d’images
en trois dimensions, grace a l'utilisation d’une platine piezoélectrique qui contrdle le plan
focal. Le désavantage de SIM résulte du fait que la technique dépend de niveaux de
fluorescence forts et stables, ce qui n’est pas le cas pour la visualisation de structures fines

représentées par des faibles quantités de molécules.

Pour aller plus loin encore en termes de résolution et de sensibilité, il faut utiliser le

mode SMLM du microscope.

3.2. Les méthodes PALM et STORM : Principe de la microscopie de localisation de
molécule unique (SMLM)

Cette technologie propose de contourner le seuil de résolution imposé par la
diffraction de la lumiére en jouant avec les propriétés qu’ont certains fluorochromes soit de
clignoter, soit de pouvoir changer de couleur d’émission dans des conditions bien

spécifiques (Hugelier, Colosi, et Lakadamyali 2023).

Comme vu précédemment dans le paragraphe d’introduction sur la microscopie a
fluorescence, deux molécules séparées par une distance inférieure a la distance de Rayleigh
ne peuvent pas étre résolues (environ 200 nm). Le principe théorique de l'imagerie a
molécule unique est de ne faire fluorescer que quelques fluorochromes a la fois par image,
pour s’assurer qu’ils soient séparés d’une distance supérieure a 200 nm. On enregistre ainsi
des centaines d’images jusqu’a ce que tous les fluorochromes aient pu étre visualisés : on
réalise donc une séparation temporelle des fluorochromes. Les images prises en conditions
de résolution classique sont ensuite analysées par un logiciel, et pour chaque tache
d’émission (chaque fluorochrome) une coordonnée précise du centre est calculée par
I'application d’un ajustement gaussien et est considérée comme la position exacte de la
molécule fluorescente. La précision de ce calcul est de I'ordre de 10-15 nm (précision de
pointage/localisation). L'ensemble de ces coordonnées est finalement compilé afin de
reconstituer une seule image super-résolue. La résolution spatiale de ces images peut
atteindre environ 25-35 nm en x et y, un ordre de grandeur plus exact que la microscopie a

fluorescence classique (Figure 9).
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Figure 9 : Principe de la microscopie SMLM, d’aprés (Khater, Nabi, et Hamarneh 2020).

Les technologies PALM pour I'anglais « PhotoActivated Localization Microscopy » et
STORM pour l'anglais « Stochastic Optical Reconstruction Microscopy » reposent toutes
deux sur ce méme principe. La différence réside dans ['utilisation des molécules
fluorescentes qu’elles mettent en jeu. Dans le cas du PALM, on utilise des protéines
fluorescentes photoactivables ou photoconvertibles que I'on couple a la protéine d’intérét a
étudier. La conversion contrélée de ces protéines fluorescentes permet la visualisation
séquentielle de quelques molécules par image. Pour le STORM, on utilise des fluorochromes
organiques qui sont le plus souvent couplés a des anticorps pour marquer les protéines
d’intérét. Parmi les fluorochromes les plus utilisés se trouve AF647 qui entre dans un état
non-fluorescent s’il est excité dans un tampon réducteur et en absence d’oxygene (pour
éviter son photoblanchiment). La conséquence est que seul un petit nombre de
fluorochromes est actif dans chaque image, permettant lidentification de molécules

uniques.

Dans le cadre des projets d’étude des synapses GABAergiques et glycinergiques, j'ai
utilisé la protéine photoconvertible mEos4b (Osuga, Nishimura, et Suetsugu 2021) pour
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marquer les sous-unités des récepteurs a étudier. Cette protéine est une forme modifiée de
la protéine sauvage Eos, issue du corail Lobophyllia hemprichii, un tétramere fluorescent en
vert qui peut étre photoconverti dans le rouge par la lumiere UV (Wiedenmann et al. 2004)
(Figure 10). Plusieurs versions ont été créées a partir de la protéine sauvage, pour aboutir a
une version monomeérique, et améliorer sa fluorescence dans les conditions expérimentales

du PALM.

mEos4b (Green) EM ® mEos4b (Red) EM mEos4b (Green) EX mEos4b (Red) EX

Figure 10 : Spectre de fluorescence de mEos4b. Source
https://www.fpbase.org/protein/meos4b/

Pour utiliser cette protéine dans une expérience PALM, il faut contréler l'illumination
par 'UV afin de la photoconvertir du vert au rouge de maniére stochastique. On utilisera
donc 'acquisition d’images de la fluorescence dans le rouge pour reconstituer nos images en

super résolution.
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Matériels et Méthodes
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I-Production des lentivirus exprimant des sous-unités du

récepteur au GABA, couplées a mEos4b

1-Clonage

J'ai produit mes plasmides qui serviront pour la production de lentivirus a partir d’un
plasmide déja a disposition dans notre laboratoire FU-Eos4-hGlyRB (Maynard et al. 2021). Il
est dérivé du plasmide FUGW (Lois et al. 2002) créé pour I'expression de lentivirus
contenant le puissant et ubiquitaire promoteur de l'ubiquitine-C humaine, le géne de
résistance a I'ampicilline, des séquences LTR dont une auto-inactivante. La séquence codant
la sous-unité béta du récepteur de la glycine est remplacé par clonage par les séquences
codantes des sous-unités gamma2 ou delta du GABAAR de la souris. Celles-ci suivent la
séquence du peptide signal de la sous unité béta du récepteur de la glycine, et la séquence

codant pour la protéine fluorescente mEos4b (Figure 11).
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Figure 11 : Structure de la séquence des lentivirus, FUGW de base (A), et des versions

modifiées par clonage pour obtenir les plasmides FU-Eos4-mGABAxRy2/6 (B/C). Adapté de
Lois et al. 2002
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Les séquences codantes pour les sous-unités des GABAAR gamma?2 et delta (références
NCBI: NM_008072.3 et NM_008073.4) sont amplifiées par PCR a partir de plasmides

contenants déja ces séquences et disponibles au laboratoire.

1.1 Amplification PCR

Les oligos utilisés pour les PCRs contiennent les sites de restriction des enzymes Agel
et EcorRlI, correspondants aux sites d’insertion dans le plasmide FU-Eos4-hGlyRB. Nous avons
ajouté 3 nucléotides avant les sites de restriction pour assurer un bon clivage par les

enzymes.

Gabrg2-sens : GGTaccggtCAAAAGTCAGATGATGACTATGAAGATTACGCTTC Agel
Gabrg2-anti sens : ATCgaatTCACAGATAAAGATAGGAGACC EcoRl

Gabrd-sens : GGTaccggtCAGCCGCACCATGGCGCCAGG Agel
Gabrd-anti sens : ATCgaatTCACATGGTGTACGCCGCC EcoRl

Les PCRs sont faites dans un volume final de 50 pl, avec 0,4 unités de KOD polymérase
(Merck), dans le tampon KOD buffer 1X, les oligos sens et antisens sont ajoutés a une
concentration finale de 0,4uM, les dNTPs sont utilisés a 200uM et le MgCl, a 1ImM. 4 pg
d’ADN plasmidique a amplifier est ajouté au mix. L'amplification se fait en thermocycleur
(Mastercycleur proS, Eppendorf), on commence par une phase de 5 min a 95°C pour
empécher la dimérisation des oligonucléotides, suivie par 25 cycles de dénaturation (95°C /
15 s), d’hybridation (60°C / 15 s) et d’élongation (72°C / 15 s). La réaction se termine par 3

min d’élongation finale a 72°C°.

Apres vérification des tailles des produits de PCR sur I'automate de migration Qiaxcel
(Qiagen), les produits de PCR sont purifiés avec le kit Nucleospin Gel and PCR clean-up

(Macherey-Nagel), selon les instructions du fabricant.

1.2 Digestion
2 pg de plasmide FU-Eos4-hGlyRb ainsi que de produits de PCR purifiés sont ensuite
digérés par le méme couple d’enzymes de restriction Agel et EcoRI en version haute fidelité

(Neb), afin d’éviter les clivages non spécifiques, pendant 30 min a 37°C.
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1.3 Déphosphorylation

Apres la digestion, 5 unités d’Antartic Phosphatase (Neb) sont rajoutées directement
dans le mix de digestion du plasmide FU-Eos4-hGlyRb et le tout est remis a 37°C pour 20 min
supplémentaires afin de déphosphoryler le plasmide linéarisé pour empécher une

recircularisation du plasmide avant ligation.

1.4 Purification des bandes d’intérét

Les produits de digestion sont déposés sur un gel a 1% d’agarose dilué au tampon TAE
1X (Tris Acétate EDTA) et additionné de SybrSafe (Invitrogen) comme révélateur d’acide
nucléique. Les bandes correspondantes aux tailles des produits de PCR ainsi que la bande du
plasmide FU-Eos4-hGlyRb ouvert et délesté de la séquence du récepteur de la glycine
digérée sont découpées dans le gel puis purifiées a I'aide du kit Nucleospin Gel and PCR

clean-up (Macherey-Nagel), selon les instructions du fabricant.

1.5 Ligation

Enfin la ligation qui permet une recircularisation du vecteur ayant intégré les inserts
d’intérét est faite avec la T4 DNA ligase (Neb). On utilise un ratio vecteur /insert de 1:5, en
partant de 50 ng du plasmide FU-Eos4-hGlyRb digéré, déphosphorylé et purifié sur gel. La
réaction se fait sur la nuit a 18°C, puis la ligase est inactivée 10 min a 65°C le lendemain

matin.

1.6 Transformation

3 ul des produits des réactions de ligation sont ensuite déposés sur 50 pl de bactéries
One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermofisher) décongelées sur glace. Apres
30 minutes d’incubation sur glace, un choc thermique de 30 secondes a 42°C induit la
création de pores membranaires chez les bactéries et ainsi permet la pénétration des
plasmides. Les bactéries sont ensuite mises a incuber 1 h a 37°C sous agitation apres ajout
de 250 pl de milieu S.0.C (super optimal medium with catabolic repressor). Les bactéries
ayant intégré notre plasmide (recombinant ou non) sont sélectionnées en déposant 200 pl
de la suspension bactérienne sur des boites de milieu LB (bouillon lysogene) -Agar

additionné de 100ug/ml d’ampicilline. Les boites sont incubées toute la nuit a 37°C.
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1.7 Extraction d’ADN plasmidique

Quelques colonies positives sont prélevées des boites pour étre mises en culture dans
3 ml de milieu LB additionné d’ampicilline pendant toute une nuit a 37°C sous agitation. La
culture obtenue est ensuite utilisée pour faire une extraction de ’ADN plasmidique a I'aide

du kit Nucleospin plasmid (Macherey-Nagel), selon les instructions du fabricant.

Une digestion de vérification est réalisée sur la solution de plasmide pour s’assurer que
les plasmides ont le bon profil avant de les envoyer a séquencer (Eurofins) afin de s’assurer

de la bonne séquence insérée et I'absence de mutation.

2. Production de lentivirus

Afin de faire exprimer nos constructions efficacement dans des cellules neuronales,
nous avons choisi I'infection par lentivirus, car ils ont la capacité d’infecter les cellules qui ne
se divisent pas comme les neurones. Nous utilisons le systeme de troisieme génération
d’Addgene pour mener a bien cette production. Il s’agit d’utiliser quatre plasmides pour
transfecter les cellules qui produiront les lentivirus. Trois plasmides dits « helpers » se
répartissent les composants nécessaires a la production de lentivirus : protéines d’enveloppe
et d’empaquetage et le quatrieme dit plasmide de transfert contient la séquence de notre
protéine d’intérét couplée a mEos4b (figure 12). Le fait de ne pas avoir tous les éléments
nécessaires a la production de lentivirus sur un seul plasmide permet de limiter les risques
de multiplication non contr6lée du lentivirus. Les manipulations de lentivirus sont menées

dans un laboratoire de type L2.

Des cellules HEK293 tsA201, une version de cellules HEK (pour l'anglais « Human
Embryonic Kidney cells ») efficace pour la production de rétrovirus, sont ensemencées sur
des boites de culture de 10 cm de diamétre recouvertes d’une solution de poly-DL-ornithine
(Sigma) a 10ug/ml et dans du milieu DMEM (pour I'anglais « Dulbecco's Modified Eagle
Medium ») avec glutaMAX (Gibco) additionné de 10% de sérum foetal bovin et d’'un mélange
d’antibiotiques composé de penicilline a 50u/ml et de streptomycine a 50ug/ml. Les cellules
sont transfectées quand la culture atteint 90% de confluence. Le milieu de culture est alors

changé pour du milieu Neurobasal (Gibco) completé avec du GlutaMAX 1X (Gibco), le
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supplément sans sérum B27 1X (Gibco) et les antibiotiques penicilline a 5u/ml et
streptomycine a 5ug/ml. Ce milieu est le milieu dans lequel les lentivirus seront récoltés et
qui est compatible avec nos futures cultures de neurones a infecter. L'agent transfectant
utilisé, la Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher), permet la création de liposomes contenant
I’ADN plasmidique a transfecter. Ces liposomes fusionnent avec les lipides de la membrane
plasmique des cellules et libérent leur contenu dans le cytoplasme. Les acides nucléiques

devront ensuite pénétrer dans le noyau afin d’étre transcrits.

Les cellules sont ainsi co-transfectées avec des quantités identiques de chacun des 4
plasmides (pMD2.G, pMDLg/pRRE, pRSV-Rev et FU-Eos4- GABAaRy2/8) puis sont ensuite
incubées a 32°C au lieu de 37°C, afin de limiter la division des cellules au profit de la
production de lentivirus, et avec un taux de CO; de 5%. Le lendemain le milieu est remplacé
par du Neurobasal complet frais. Le surlendemain le milieu de culture contenant les
lentivirus est récupéré et filtré sur un filtre de 0,45 um avant d’étre aliquoté et stocké a -

80°C.

(e

Transfgr se | oo CONAOrShRNA LTR
Plasmid
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Third Generation Lentiviral Plasmids

Figure 12 : Schéma du systéeme de production de lentivirus de troisieme génération, d’apres
Addgene.

32



Il - Culture primaire d’hippocampe de souris

Les embryons de souris sont récupérés apres 17,5 jours de gestation. Les hippocampes
(en moyenne 12) sont disséqués sous loupe binoculaire dans du milieu de
dissection composé de HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) 1X (Thermo Fischer) et d’"HEPES
a 20 mM (Thermo Fischer), réfrigéré sur glace. lls sont ensuite transférés sous un poste de
sécurité microbienne afin de poursuivre la préparation en condition de stérilité et a
température ambiante. Une premiére dissociation des tissus est faite par trypsination : les
hippocampes sont transférés dans 3 ml de milieu de dissection additionné de 0,25% de
trypsine (2,5% ThermoFisher) et mis a incuber pendant 15 min a 37°C. La réaction est
ensuite stoppée par transfert des tissus dans un nouveau tube contenant 5 ml de milieu
d’ensemencement incluant du sérum composé de Minimum Essential Medium et de
solution saline équilibrée de Earle (MEM/EBSS, Pan biotech), de GlutaMAX 1X (Gibco), de
Sodium pyruvate 1 mM et avec 10% de sérum de cheval. Aprés une premiére décantation
des tissus, ils sont de nouveau transférés pour une seconde décantation sur un nouveau
tube contenant 5ml de milieu d’ensemencement, ce qui permet un bon rincage. Les tissus
sont ensuite aspirés et transférés dans un dernier tube contenant 3 ml de milieu
d’ensemencement additionné de 1 mg de DNase I. A cette étape les tissus sont délicatement
dissociés par aspiration refoulement a l'aide d’une pipette P1000 (20 aller/retours
maximum). L’ajout de Dnase |, permet d’éviter les agrégats dus a la libération d’ADN dans le
milieu. Le but ici est d’avoir la suspension la plus homogéne possible tout en évitant une

action mécanique trop longue et violente qui diminuerait le taux de survie des cellules.

Un aliquot de la suspension cellulaire dilué au % avec une solution de bleu de trypan

(0,4% dans PBS) est utilisé pour compter les cellules en chambre de Malassez.

Les cellules sont ensuite ensemencées dans des plaques de 12 puits contenant des
lamelles de verre recouvertes de solution de poly-DL-ornithine hydrobromide (80
ug/ml/puit) a une concentration de 100000 cellules / puits dans le milieu
d’ensemencement. Nous ne voulons pas un réseau de neurones trop dense afin de faciliter
les observations microscopiques. Aprés 3h d’incubation a 37°C, 5% CO2, le milieu

d’ensemencement est remplacé par 1 ml de milieu nutritif composé de milieu Neurobasal
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additionné du supplément B27 1X et de GlutaMAX 1X. Ce milieu dépourvu de sérum et
d’antibiotique permettra une bonne survie des neurones en limitant les facteurs qui pourrait

interférer avec les propriétés neuronales.

Les cultures sont ainsi maintenues jusqu’a trois semaines, en ajoutant 300 pl de milieu
nutritif par puits toutes les semaines, afin de compenser I'évaporation du milieu et d’ajouter
les nutriments nécessaires a la survie des neurones, et ce en limitant au maximum les gestes

afin d’éviter de contaminer les cellules.

II1 - Observation des neurones en culture

1. Immunomarquage des neurones en culture

Les neurones en culture sont fixés apres retrait de leur milieu nutritif avec une solution
de paraformaldéhyde (PFA) 4% p/v pendant 10 min a 37°C, puis rincés avec 3 bains de 5 min
dans du tampon phosphate salin (PBS). Les cellules sont ensuite perméabilisées pour
permettre la pénétration intracellulaire des anticorps avec un bain de Triton X-100 a 0,1%
dans du PBS, pendant 10 minutes a température ambiante. Aprés 3 rincages de 5 min, on
effectue un blocage des cellules avec de I'albumine de sérum bovin (BSA) a 3% p/v pendant
1 heure a température ambiante afin de limiter les sites de fixation non spécifiques des
anticorps. L’anticorps primaire est dilué dans la solution de blocage de BSA et incubé
pendant 1h a température ambiante. Aprés trois rincages de 5 min au PBS, I'anticorps
secondaire et la sonde Sylite sont incubés de la méme maniere que l'anticorps primaire.
L'utilisation de la sonde Sylite, récemment développée (Khayenko et al. 2022), présente
plusieurs avantages par rapport a l'utilisation des anticorps existant dirigés contre la
géphyrine. La sonde peptidique grace a sa petite taille présente une meilleure pénétration
des tissus et permet également une meilleure résolution spatiale en microscopie super-
résolutive. De plus, cette sonde se fixe au site de liaison de la géphyrine aux GABAAR et GIyR,
ce qui en fait une sonde spécifique des isoformes actifs de la géphyrine (ce qui n’est pas le

cas des anticorps existants pour la géphyrine).
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Anticorps laire Protéine Espece Type Fournisseur | Dilution | Référence
mAb7a 5279-pho§pho- Souris | Monoclonal |Synaptic Systems| 1/1000 | 147011
géphyrine
Anticorps llaire Protéine Espéce Type Fournisseur | Dilution | Référence
Goat anti-mouse IgG Chévre | Alexa 555 Invitrogen 1/2000 | A21424
Sonde peptidique
Sylite Géphyrine I | Alexa 647 [Khayenkho et aI.| 50 nM \ ‘

Tableau 1: Liste des anticorps et de la sonde peptidique utilisés pour I'immunomarquage
des neurones.

2- Condition d’imagerie classique des neurones

Les images sont prises avec le microscope Zeiss ELYRA PS.1, en mode champs large,
avec I'objectif 100X et la lentille 1,6X. Nous prenons 8 champs par lamelle dans chacun des
trois canaux en cherchant les champs dans le canal rouge lointain du marquage de la
géphyrine avec la sonde Sylite. 3 images dans chacun des 3 canaux sont prises pour chaque
champ, puis ces trois images seront moyennées. Le laser 488 nm est utilisé pour détecter la
fluorescence dans le vert de mEos4b, réglé a la puissance de 0,2%, 100 ms de temps
d’exposition et un gain de 300. Pour révéler I'anticorps secondaire Alexa fluor 555 de la
géphyrine 7a, on utilise le laser a 561 nm, réglé a la puissance de 1%, avec 50 ms de temps
d’exposition et un gain de 200. Et enfin pour imager la fluorescence de la sonde Sylite dans
le rouge lointain, on utilise le laser 642 nm réglé a 10 % de la puissance, avec 100 ms de

temps d’exposition et un gain de 300 ms. La taille de chaque champ est de 512 x 512 pixels.

IV- Conditions d’analyse PALM des moelles épiniéres

1. Préparation des moelles épiniéres pour la microscopie PALM

Les souris ont été perfusées avec 4 % de PFA et 0,1% v/v de glutaraldéhyde dans du
PBS pH 7,4. Apres 30 min de repos sur glace, les moelles épiniéres ont été disséquées dans

du PBS, puis post-fixées dans un bain de PFA 4% p/v dans du PBS pendant toute une nuit a

35



4°C. Ensuite un ringage au PBS a été réalisé avant un dernier bain de saccharose a 30% p/v

toute une nuit a 4°C.

Ces moelles sont coupées en segments thoraciques et lombaires puis enrobées dans
du milieu cryoprotectant Neg-50 avant d’étre mis au congélateur -80°C pour étre stockées.
Pour obtenir des images PALM de bonne qualité, I'épaisseur de la coupe doit étre la plus fine
possible, car nous ne faisons pas de sections axiales avec le microscope. A 'aide du cryostat
CM3050S de Leica, réglé a -23°C pour la chambre et -21°C pour |'objet, les coupes sont
réalisées avec une épaisseur de 4 um, déposées sur des lames SuperFrost Plus et
recouvertes de PBS et de lamelles de 0,17um d’épaisseur de type #1,5, puis scellées avec un
polymére siliconé (Twinsil speed 22, Picodent). Les lames ainsi préparées sont directement

utilisées pour I'imagerie en PALM.

2. Réglage du microscope pour 'imagerie PALM

L'imagerie de super résolution a molécule unique est réalisée sur le poste de
microscopie Zeiss ELYRA PS.1. Les échantillons sont placés sur le plateau motorisé de scan en
Xy du microscope inversé Axio Observer.Z1 SR. lls sont observés a travers un objectif 100x
Plan-Apochromat a immersion dans I'huile (N.A 1,46) additionné d’une lentille 1,6. La
caméra qui détecte les signaux émis par I'échantillon est une Andor iXon 897 back-thinned
EMCCD (16 bit, 512 x 512 pixels, 16 pum de taille réelle de pixel, efficacité Quantum 90% ; la
capacité de transformer les photons en électrons), il en résulte une image avec une taille de

pixel de 100 nm.

Pour détecter la fluorescence dans le vert de mEos4b, on utilise le microscope en
mode champs large avec une illumination laser a 488 nm (puissance nominale de 100 mW),
et un filtre d’émission de bande passante 495-575 nm et un filtre passe bas de 750 nm. Pour
imager mEos4b dans le rouge on utilise le laser UV a 405 nm (50 nW) pour la conversion et le
laser a 561 nm (300 mW) pour I'excitation. La lumiére émise est filtrée par un filtre bande
passante 570-650 nm et passe bas 750 nm. Les images sont acquises avec le logiciel Zen

software (Zeiss, Zen 2012 SP5 FP3 black, 64 bit).
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3. Paramétres d’acquisition des moelles en mode PALM

Premiérement, il faut identifier les synapses glycinergiques dans la matiére grise des
moelles en cherchant le signal de mEos4b dans le vert avec le laser 488 nm a trés faible
intensité, car la forme fluorescente verte photoblanchit rapidement. Des images de la forme
non convertie de mEos4b-GlyR sont prises comme référence avec un temps d’exposition de
100 ms (25 captures, taille de I'image 256 x 256 pixels) et sont moyennées. Ensuite pour
faire I'acquisition PALM, on enregistre un film de 20 000 images avec une illumination
silmultanée du laser 561 nm (a 80% de puissance constante, 50 ms de temps d’acquisition,
avec un gain EM de 300) et du laser 405 nm pour la photoconversion (puissance graduelle de
0,01 a 5% au cours des 20 000 images). Au bout des 20 000 images tous les fluorochromes

sont photoblanchis.

4. Analyse des images PALM

Les films PALM sont analysés avec le logiciel ZEN PALM. Plusieurs parametres doivent
étre spécifiés afin que la détection des signaux soit la plus optimale possible. Nous avons
choisi une taille de masque de détection de 9 pixels minimum, un seuil d’intensité de 6 (ratio
signal sur bruit), et les chevauchements de signaux sont exclus de I'analyse. Pour corriger le
décalage gu’il peut y avoir au cours de I'acquisition qui dure une quinzaine de minutes, on
applique une correction par corrélation temporelle des coordonnées de détection. L'image
super résolue qui résulte de ces traitements représente chaque détection par une

distribution gaussienne d’une largeur de 10 nm et une taille de pixel de 10 nm.

Ensuite pour détecter les amas denses de mEos4b-GlyRB censés représenter les
synapses glycinergiques parmi les spots représentés sur I'image super résolue, le module

Spot Detector du logiciel Icy (https://icy.bioimageanalysis.org, v. 2.4.3.0, Institut Pasteur) a

été utilisé avec les parametres suivants : échelle 3 et 4, sensibilité 100, et filtre de taille 100-
2000 px. Ce logiciel réalise une segmentation de I'image par analyse d’ondelettes, il en
résulte une détection de structures fluorescences prenant en compte le bruit de fond local.
Les résultats sont présentés sous forme de table de régions d’intéret (ROIs) indiquant I’aire

des spots retenus en pixels.
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5. Analyses statistiques

La normalité de la distribution des données est testée avec un test de Shapiro-Wilk.
Pour des données non paramétriques, on utilise le test de rang non apparié de Wilcoxon-
Mann-Whitney. L’hypothése nulle est qu’il n’y pas de différence entre les deux groupes
comparés. Cette hypothese est rejetée pour une p-value < 0,05. Pour comparer plus de deux
groupes, le test de r Kruskall-Wallis est utilisé. Si le résultat de p-value < 0,05 est vérifié, on
procéde a un test de Dunn afin d’identifier quels sont les groupes significativement
différents.

L'analyse de corrélation utilisée pour comparer les différences de traitement des NAS
sur les neurones est effectuée avec un test de Spearman.

La représentation graphique en boite a moustaches représente la distribution des
données avec un rectangle délimité par les 25°™ et les 75™ quantiles. La barre qui traverse
le rectangle représente la médiane et les moustaches représentent 1,5 fois I’écart entre les
quartiles. Les données qui ne sont pas comprises dans cet intervalle sont représentées par
des points. Le point noir dans les boites représente la moyenne des données. Les tests
statistiques et les représentations graphiques de ces tests ont été faits avec le logiciel

RStudio version.4.3.1.

V - Conditions des analyses SIM

1. Immunomarquages des coupes de cerveaux

Les cerveaux de souris fixés et cryoconservés a -80°C dans du cryoprotectant (OCT
NEG-50) sont sectionnés avec une épaisseur de 14 um au cryostat (CM3050S, Leica). Le tissu
est ensuite perméabilisé et bloqué dans un bain de BSA 4% avec Triton X-100 a 0,25%.
Ensuite les anticorps primaires sont incubés une nuit a 4 °C, ils sont dilués dans une solution
de BSA a 1% avec Triton X-100 a 0,06%. Apreés 3 rincages de 5 min le lendemain, les coupes
sont incubées avec les anticorps secondaires mélangés a la sonde peptidique Sylite dans la
solution de BSA a 1% avec Triton X-100 a 0,06%, pendant 4h a température ambiante. Pour
finir, les lames sont rincées 3 fois 5 min dans du PBS, sellées avec des lamelles en verre dans

du PBS et imagées.
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Anticorps laire Protéine Espece Type Fournisseur | Dilution | Référence

Anti-spectrin beta-4 | Spectrine p4 Lapin Polyclonal Thermo 1/1000 | PA5-62972
. Sous-unité B3 .
Anti-GABA b3 du GABAGR Souris | Monoclonal Neuromab 1/500 75-149
Anticorps llaire Protéine Espece Type Fournisseur | Dilution | Référence
. . 7111-545-
Donkey anti-rabbit lgG Ane Alexa 488 Farlbarn 1/1000 152
Donkey anti-mouse I1gG Ane CF 568 Sigma 1/1000 [SAB4600075
Sonde peptidique
Sylite Géphyrine | ‘ Alexa 647 |Khayenkho et al.‘ 200nM ‘ |

Tableau 2 : Liste des anticorps et de la sonde peptidique utilisés pour 'immunomarquage

des coupes de cerveau de souris.

2. Paramétres d’acquisition de la microscopie a illumination structurée (SIM)

L'imagerie SIM est réalisée sur le poste de microscopie Zeiss ELYRA PS.1. Les
échantillons sont placés sur le plateau motorisé de scan en xy du microscope inversé Axio
Observer.Z1 SR. lls sont observés a travers un objectif 63x Plan-Apochromat a immersion
dans I'huile (N.A. 1,40) additionné d’une lentille 1,6. La caméra qui détecte les signaux émis
par I’échantillon est une Andor iXon 885 EMCCD (16 bit, 1004 x 1002 pixels, 8 um de taille de
pixel réelle, efficacité Quantum de 65%, la capacité de transformer les photons en

électrons), il en résulte une image avec une taille de pixel de 80 nm.

Le systeme dispose de cing grilles avec des espacements différents. Pour chaque laser
utilisé la taille de grille la plus appropriée pour obtenir la meilleure qualité d’image possible
est sélectionnée par le logiciel Zen. La grille fait trois rotations (cinq possibles) et pour
chacune des rotations elle se déplace sur cing positions différentes. Le laser 488 nm pour
imager la spectrine est réglé a 2% de la puissance maximale, avec un temps d’exposition de
50 ms et un gain de 8, en utilisant la grille G1 (23 um). Le laser 561 nm pour imager
I'immunomarquage de GABAAR est réglé a 0,3%, avec un temps d’exposition de 50 ms, un
gain de 8 et la grille G2 (28um). Le laser 642 nm pour imager la géphyrine (marquée au
Sylite) est réglé a 15%, avec un temps d’exposition de 100 ms et un gain de 15 et utilise la
grille G3 (34um). Apres I'acquisition nous utilisons le logiciel ZEN pour la reconstruction de
I'image super résolue dans l'espace de Fourier en sélectionnant le mode « structured

illumination » et en gardant les parameétres de calculs automatiques. La taille de pixel dans
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I'image SIM reconstruite est de 40 nm, ce qui correspond au gain en résolution d'un facteur

de 2 par rapport a lI'imagerie a fluorescence conventionnelle

3. Parameétres d’acquisition du Segment Initial Axonal en microscopie confocale

Le poste de microscopie confocale est un Leica SP8 comprenant un microscope
DMI6000. 3 lasers sont utilisés : Argon a 20% de puissance, DPS5 et HeNe. Le grossissement
est fait avec I'objectif 63x en immersion a huile. Le détecteur utilisé pour capter 'intensité
de la fluorescence engendrée par les lasers est un photomultiplicateur hybride HyD3 mis en
mode de comptage de photons. Les paramétres d’acquisition dans le logiciel Leica LAS X sont
les suivants : 16 bits en mode xyz, une résolution de 512 x 512 pixels est imagée. Un zoom
numérique de 3x est préalablement introduit avec une ouverture du pinhole de 1 (Airy 1),
produisant une taille de pixel de 120 nm en x et y. Une seule section optique est acquise
pour chaque image avec une épaisseur de z = 0,9 um. Pour augmenter le signal de
fluorescence et minimiser en méme temps le bruit de fond relatif aux signaux de
I'acquisition, I'image finale est constituée d’une accumulation de 3 images par le logiciel
avec un scan séquentiel sur chaque image et dans chaque longueur d’onde. Pour procéder a
I'acquisition, en double couleurs nous réglons les paramétres dans les différents canaux
comme suit : Excitation dans le rouge lointain (633 nm) a 10% de la puissance du laser puis
émission recueillie par le détecteur sur la plage 645-740 nm ; excitation dans le vert (488

nm) a 10% de la puissance du laser puis détection sur la plage 500-550 nm.
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Résultats
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I. Etude de I'effet des neurostéroides sur les GABAaAR

1. Détection des GABAAR synaptiques et extra-synaptiques

La régulation de l'inhibition neuronale via les récepteurs du GABA est contrOlée par
différents ajustement dynamiques dont la mobilité des récepteurs dans la membrane
synaptique (Gouzer et al. 2014). Dans le but de caractériser les changements induits par les
neurostéroides sur la distribution synaptique et extra-synaptique des récepteurs du GABA,
nous avons créé des lentivirus exprimant les sous-unités gamma?2 et delta du récepteur du
GABA, qui représentent respectivement les deux sous-populations synaptiques et extra-
synaptiques du récepteur (Belelli et al. 2009; Brickley et Mody 2012). Ces sous-unités sont
fusionnées au fluorochrome mEos4b (Segala et al. 2015) afin de pouvoir imager les sous-
unités des récepteurs lorsqu’elles seront exprimées dans nos neurones d’hippocampe de
souris en culture. Le choix de I'hippocampe pour faire nos cultures primaires de cellules
neuronales repose sur le fait que cette zone du cerveau est impliquée dans de nombreuses
pathologies notamment en lien avec I'anxiété (Joéls 2008). L’hippocampe est facilement
identifiable pour étre isolé, est bien décrit et utilisé dans la plupart des études se rapportant
a des cultures de neurones. La premiere étape a donc été de vérifier la répartition de ces
sous-unités en transductant nos cultures primaires d’hippocampe avec nos lentivirus. Nous
n’avons pas titré nos productions de lentivirus, sachant que des constructions précédentes
utilisant le plasmide FUGW-EGFP ont déja été titrées a environ 108 lentivirus/ml en
comptant la fluorescence EGFP dans des cellules HEK (Waites et al. 2009). Les sous-unités
génétiquement modifiées sont censées s’associer avec les sous-unités endogénes pour
former des récepteurs du GABA fonctionnels, puis migrer dans les membranes des
neurones. Pour identifier la présence des synapses, nous avons fait des marquages des
neurones avec un peptide spécifique de la géphyrine, Sylite (Khayenko et al. 2022), qui est la
principale protéine d’échafaudage dans les synapses inhibitrices et qui permet le
regroupement synaptique des récepteurs du GABA (Tretter et al. 2012). Nous avons d’abord
regardé |'expression et la distribution des récepteurs par microscopie classique, en utilisant
la fluorescence de la forme non-convertie de mEos4b dans le canal vert (excitation 488 nm,

émission 495-575 nm) (Figure 13).
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mEos4b-GABARy2 géphyrine superposition. & : % .
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Figure 13 : Répartition synaptique et non-synaptique des sous-unités y2 (A) et 6 (B):
Images représentatives des dendrites de neurones d’hippocampe infectés par les lentivirus
apres 5 jours de culture (DIV 5 pour I'anglais ‘Day in Vitro’)). et imagés a DIV 17 aprés un
marquage de la géphyrine (Sylite, canal rouge lointain). Le contraste de lI'image B en vert
(signal mEos4b non converti) a été augmenté pour visualiser la fluorescence de mEos4b-
GABAxRS. Echelle 10um. Acquisition en champs large.

On peut constater que la sous unité y2 colocalise avec le marquage en amas de la
géphyrine, montrant ainsi sa localisation synaptique. En revanche, la sous-unité & est
beaucoup plus diffuse dans les neurones et ne forme pas d’amas qui colocalisent avec la
géphyrine, ce qui suggere que cette sous-unité ne s"accumule pas aux synapses. D’ailleurs, le
niveau d’expression de mEos4b-GABAARS semble beaucoup plus faible que celui de mEos4b-
GABAARY2, ce qui complique la détection. Dans I'image verte ci-dessus, le contraste a été
ajusté manuellement pour que le signal de mEos4b-GABAARS diffus devienne visible. Vu que
I'intensité est proche du niveau d’autofluorescence dans le canal vert, une quantification
exacte par microscopie a fluorescence conventionnelle n’est donc pas possible. En revanche,
avec la microscopie PALM, nous pouvons espérer détecter de faibles quantités de protéines
et des différences subtiles de répartition des sous-unités GABAAR puisque la technique nous

permet de visualiser des molécules individuelles avec une haute résolution spatiale.

43



Jai donc également regardé les neurones avec les mémes marquages que
précédemment en microscopie PALM (Figure 14). Pour cela, j'ai converti le fluorophore
mEos4b du vert au rouge grace a l'illumination continue avec un laser dans le spectre UV
(405 nm). Apres l'acquisition de plusieurs milliers d’images, les signaux des fluorophores
individuels sont détectés, localisés et combinés pour reconstituer des images pointillistes,
comme décrit dans les méthodes. J’ai constaté (Figure 13) une densité tres élevée de
détections de la construction mEos4b-GABAaRy2 dans les structures marquées par la
géphyrine (Sylite), ce qui confirme I'enrichissement de cette sous-unité au niveau des
synapses. Grace a la précision de localisation, ces images permettent de mesurer plus
exactement la taille et l'orientation des synapses inhibitrices. Dans le cas de mEos4b-
GABAARS aucune accumulation des détections n’est observée dans les clusters de géphyrine,
ce qui indigue que cette sous-unité n’est pas du tout localisée au niveau synaptique. En
revanche, une distribution diffuse du récepteur est clairement présente en dehors des
synapses, sous forme de petits nanoclusters (indiquées par des fleches dans la figure 14).
Ces clusters représentent la détection répétée de fluorophores mEos4b provenant d’un
méme récepteur extra-synaptique. Ces résultats valident nos constructions lentivirales et la
représentativité de ces sous-unités pour distinguer les populations synaptiques et extra-

synaptiques des récepteurs du GABA.

mEos4-GABA,Ry2 mEos4-GABA,RS

Figure 14 : Superposition de I'image du marquage de la géphyrine (Sylite) en gris pris en
microscopie classique en champs large et de I'image super-résolue pointilliste des détections
en mode PALM des sous-unités y2 ou 6 du récepteur du GABA en rouge. Chaque point
rouge correspond a la position d’une détection d’un fluorophore.
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2. Effet des neurostéroides

Pour commencer, nous avons choisi un premier neurostéroide pour tester les
conditions expérimentales de cette étude, I'alloprégnanolone (ALLO), un neurostéroide
endogene ayant un effet allostérique positif sur I'inhibition neuronale. Nous voulons évaluer
son effet a court (1h) et long terme (24h) sur la répartition des récepteurs GABAergiques
synaptiques et extra-synaptiques. Les neurostéroides auraient des effets plus marqués sur
les récepteurs extra-synaptiques et faibles sur les récepteurs synaptiques (Belelli et al. 2002).
De plus les effets pharmacologiques des modulateurs allostériques des GABAaRs différent
selon le temps d’application, et c’est d’ailleurs un point intéressant a étudier, puisque des
effets de désensibilisation a ces drogues sont généralement observés suite a des traitements
prolongés (Vinkers et Olivier 2012). Dans le cas du Bréxanolone, les effets bénéfiques sur la
dépression du post partum sont observés jusqu’a 30 jours apres l'injection du NAS, ce qui
indique qu’il y a des mécanismes ayant des effets a long terme qui se mettent en place
(Edinoff et al. 2021). Nous avons ainsi utilisé I'alloprégnanolone a une concentration de 100
nM sur nos cellules pendant 1h et 24h. De méme nous avons également appliqué du SAGE-
217, un neurostéroide synthétiqgue avec un profil pharmacologique similaire a
I'alloprégnanolone (Althaus et al. 2020), dont nous nous servons comme point de

comparaison pour renforcer nos résultats.

Nous avons marqué les cellules avec deux marqueurs différents de la géphyrine : un
anticorps anti-géphyrine (m7a) qui reconnait un site phosphorylé de la protéine (Kuhse et al.
2012) et une sonde peptidique Sylite de haute affinité pour la géphyrine (Khayenko et al.
s. d.), non dépendante de la phosphorylation, qui reconnait le site de fixation des récepteurs
du GABA. Comme expliqué dans l'introduction (I-2) l'utilisation d’'un marqueur de la
géphyrine sensible a la phosphorylation, nous permet d’avoir des informations sur le niveau
de phosphorylation de la géphyrine qui pourrait étre un mécanisme potentiel de régulation

des synapses inhibitrices par les NAS.

Pour visualiser les neurones traités et immunomarqués, nous avons d’abord
sélectionné les conditions expérimentales nous permettant d’observer des effets
systématiques des traitements. C’est pourquoi nous avons choisi dans un premier temps de

faire des acquisitions en microscopie classique a champ large pour échantillonner
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rapidement le plus de neurones possible dans les différentes conditions et observer des
premieres tendances en fonction des différents traitements. Etant donné que les sous-unités
du récepteur ne forment pas de clusters, il est compliqué d’analyser ces récepteurs en
microscopie classique (voir I-1.), c’est pourquoi les résultats montrent uniquement les
expériences réalisées sur les neurones transduits par la sous-unité GABAaRy2-mEosdb

(Figure 15).

mEos4b-GABAAR;ga_mmaz Géphyrine (SYlitq) . Géphyrine phosphorylée (ma7)] superposition

Ctrl
etoh

ALLO
-1h

ALLO
-24h

Figure 15 : images représentatives de neurones infectés avec la sous-unité GABAARYy2-
mEos4b et marqués avec la sonde Sylite qui reconnait la géphyrine totale et I'anticorps
mAb7a qui reconnait un épitope phosphorylé de la géphyrine. Les cellules sont fixées a
DIV17 aprés 1h ou 24h de traitement a 100 nM d’alloprégnanolone (ALLQO). Echelle : 10um.

Pour analyser ces images, nous avons détecté des clusters de géphyrine (Sylite) avec
I'outil Spot Detector de Icy (voir méthodes). Ensuite, I'intensité de fluorescence dans ces

clusters a été mesuré dans les trois canaux (vert : mEos4b, rouge : mAb7a, rouge-lointain :
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Sylite (Figure 16). Bien que mes résultats préliminaires présentent une assez grande
variabilité inter et intra expérimentale, nous observons des modifications systématiques qui
sont probablement dues au traitement des NAS. Les seuls effets assez clairs que I'on
remarque jusqu’a maintenant sont une augmentation des regroupements de géphyrine
marquée avec le Sylite (apreés traitement ALLO a 1h et 24h, p = 0,013 et 0,017) et une
diminution du marquage de la géphyrine phosphorylée (ALLO a 1h et 24h p = 0,011 et 0,011
et SAGE-217 a 1h et 24h p = 0,003 et 0,007). Le poids statistique n'étant pas fort, d'autres
expériences devront étre faites pour renforcer ces résultats. Ces modifications constatées
pourraient étre liées ou indépendantes de la sous-unité GABAaRYy2 exprimée dans ces
cellules, on ne sait pas si la surexpression de la sous-unité y2 étudiée impacte le modele, Il
faudra donc également vérifier si la surexpression de la sous-unité y2 étudiée impacte le
modéle. En revanche, les marquages des sous-unités ne montrent pas de changement

significatif selon les traitements au NAS.
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Figure 16 : représentation des moyennes de fluorescence totale par cluster de la géphyrine
marquée avec Sylite (A), la géphyrine phosphorylée avec mAb7a (B) et de mEos4b-
GABAxRYy2 (C) en condition de traitement a l'allopregnanolone (ALLO) et SAGE-217, les
contréles sont les diluants respectifs éthanol et DMSO (diméthylsulfoxyde). N = 16 images
provenant de 2 lamelles différentes. Une image est la moyenne des fluorescences calculées
pour environ 60 clusters de géphyrine par champ. »p < 0.05, »+p < 0.01, »»+p < 0.001, test
d’ANOVA non paramétrique de Kruskall-Wallis, suivi du test de Dunn de comparaison par
paire. Barre d’erreur = écart-type.

Le systéeme expérimental étant assez variable, il est intéressant de regarder la variation
des rapports d’intensité rapportée au marquage de la géphyrine totale (sylite) (Figure 17). En
calculant les ratios mAb7a/Sylite et GABAARy2/Sylite, les données deviennent indépendantes
des tailles des synapses dans les images (types de neurones, densité de la culture, etc.), ce
qui aide a diminuer une partie de la variabilité intrinseque du modeéle expérimental. Mes

données montrent une diminution systématique des taux de phosphorylation de géphyrine
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relative au niveau de géphyrine totale suite au traitement ALLO aiglie (1h) et long-terme

(24h) (p=0,003 et 0,007).

Vu la variabilité des résultats, d’autres d’expériences seront nécessaires pour valider
ces observations, avant de continuer avec une analyse plus détaillée par microscopie super-
résolutive. Cependant, la premiére conclusion qui peut étre tirée, c’est que les niveaux de
phosphorylation de la géphyrine changent en paralléle de la quantité de GABAaRy2 aux
synapses. Cela devient plus clair lorsqu’on représente la corrélation de variation du
marquage de GABAaRy2 en fonction des intensités du marquage de la géphyrine

phosphorylée, le tout rapporté au marquage de la géphyrine totale (Figure 18).
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Figure 17 : Box-plot des intensités de fluorescence normalisées sur l'intensité du marquage
de géphyrine totale (ratios mAb7a/Sylite et GABAARY2/Sylite). N = 16 images provenant de 2
lamelles différentes. Une image est la moyenne des fluorescences calculées pour environ 60
clusters de géphyrine par champ. »p < 0.05, *#p < 0.01, »*»p < 0.001, test ’ANOVA non
paramétrique de Kruskall-Wallis suivi du test de Dunn de comparaison par paire. Barre
d’erreur = écart-type.
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Figure 18 : Corrélation entre la quantité de sous-unité gamma2 en fonction de la
phosphorylation S270 de la géphyrine, normalisée sur la quantité de géphyrine totale. Test
de corrélation de Spearman. Graphique de gauche : données en orange pour les traitements
a I'’ALLO 1h (clair) et 24h (foncé) et contrble éthanol en gris. Graphique de droite : données
en violet pour les traitements 1h (clair) et 24h (foncé) de SAGE-217 et contréle DMSO en

gris.

On peut observer sur la figure 18, qu’indépendamment de la quantité de géphyrine
totale, une augmentation de la quantité de géphyrine phosphorylée a la position Sérine 270
(S270) est corrélée a I'augmentation de la quantité de récepteur du GABA. Ceci est vrai pour
les deux jeux de données (ALLO et SAGE-217) ainsi que pour les trois groupes expérimentaux

(controle, 1h, 24h).
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3. Interprétation et discussion des résultats :

Dans le but de comprendre les modes d’actions des NAS et en particulier celui de
I'alloprégnanolone, nous avons observé en microscopie la répartition des sous-unités du
récepteur du GABA y2 et 6 couplées a la protéine fluorescente mEos4b dans des cultures
primaires de neurones d’hippocampe de souris. Nous avons choisi ces deux sous-unités car
elles sont représentatives des fractions synaptiques et extra synaptiques du récepteur et

donc peuvent nous renseigner sur le mode de régulation induit par les NAS.

3.1 Modéle cellulaire

Nous avons choisi de travailler avec des cultures primaires plutot qu’avec des lignées
de cellules neuronales afin d’avoir des réseaux neuronaux dont les propriétés sont les plus
proches possible de celles des cellules in vivo. D’ailleurs, la plupart des lignées cellulaires
neuronales, n’expriment pas de GABAaRs fonctionnels (Hales et Tyndale 1994) ou alors le
phénotype exprimant les récepteurs du GABA doit étre induit par incubation des cellules
avec le facteur de croissance neuronale (NGF), molécule qui pourrait interférer grandement
dans le systéeme que l'on étudie. De plus, la plupart des expériences menées sur les
récepteurs du GABA et les NAS, utilisent les cultures primaires de neurones plutét que des
lignées cellulaires, ce qui dans un souci de continuité de résultats nous conforte dans le
choix de notre modéle cellulaire. Cependant, I'un des inconvénients majeurs de l'utilisation
des cultures primaires est la difficulté d’obtenir des résultats reproductibles. En effet, le
premier point a soulever dans nos résultats est la variabilité de nos observations. Le systéme
de culture primaire de neurones est tres sensible et d’'une expérience a une autre beaucoup
de changements sont observables dans les cultures, comme la prolifération des cellules
gliales ou encore la présence de fibroblastes. Les différents types de neurones présents dans
I’hippocampe contribuent également a la variabilité de nos mesures. Il est donc important
de reproduire encore ces expériences afin d’avoir des résultats avec plus de confiance.
Cependant d’autres facteurs rentrant en jeu peuvent nous empécher d’observer clairement
d’éventuels effets. En effet le niveau d’inhibition neuronale est interdépendant du niveau de
I’excitation neuronale. Or, nous ne connaissons pas le niveau basal d’excitabilité du réseau
neuronal d’une culture, et différents parametres que nous ne maitrisons pas peuvent faire
varier cette excitabilité. C'est pourquoi il serait intéressant de bloquer les potentiels

d’actions des neurones d’une culture pour ainsi réduire la variabilité entre cultures et entre
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différents puits de la méme culture. La tétrodotoxine (TTX) bloque les canaux sodiques
responsables de |'excitation neuronale (Tukker et al. 2023) et pourrait donc servir dans notre
cas afin d’éliminer cette variabilité. La TTX a été utilisée précédemment dans ce méme but
dans d’autres études sur la régulation de la distribution des GABAAR par des composants

allostériques (Gouzer et al. 2014).

3.2 Caractérisation des taux de neurostéroides

De plus, nous rajoutons des neurostéroides dans nos cultures. Or, nous ne connaissons
pas les niveaux déja présents dans les milieux de culture ainsi que les niveaux de leurs
précurseurs. Afin de maitriser au mieux ce systeme de culture, nous avons collecté les
cellules et leurs milieux cellulaires dans plusieurs conditions expérimentales avant et apres
exposition aux neurostéroides, dans le but de les analyser en spectrométrie de masse afin de
détecter les niveaux des neurostéroides et de leurs métabolites. La caractérisation du
stéroidome par chromatographie de phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS/MS) est faite par une plateforme spécialisée de notre unité (Liere et Schumacher
2015). Dans ce contexte, il sera intéressant de comparer la pharmacocinétique de ALLO avec
celle de SAGE-217, un neurostéroide synthétique. Cet éclairage nous permettra d’établir un
meilleur contréle et de réduire la variabilité du systéme de culture neuronale, ce qui nous
aidera a plus facilement comparer les résultats provenant de différents laboratoires de

maniére générale.

Un troisieme point intéressant a soulever, est I'utilisation concomitante des NAS avec
des agonistes ou des antagonistes des récepteurs du GABA. Effectivement, puisque
I'allostérie est dépendante de la fixation d’un agoniste sur le récepteur, nous envisageons
d’utiliser du muscimol et de la gabazine, qui sont respectivement des agonistes et
antagonistes du récepteur du GABA, afin d’amplifier les effets observables des NAS et
également de mieux contrdler encore une fois le systéme. En effet, une étude (Gouzer et al.
2014) a montré que les effets additionnels de modulateurs allostériques et d’agonistes
entrainent des résultats trés différents que ceux obtenus avec l'utilisation de modulateurs
seuls. Dans cette étude, I'effet du diazépam seul (modulateur allostérique) induit une
diminution des clusters de GABAAR alors que |'effet du diazépam additionné de muscimol
(agoniste) entraine au contraire une augmentation des clusters de GABAAR. On apprend

encore dans une autre étude (Kuver, Shen, et Smith 2012), que l'utilisation d’agoniste
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(GABA) est nécessaire pour observer les effets de I'alloprégnanolone sur la régulation des
GABAAR dans les cultures de neurones d’hippocampe. Cette notion est donc un facteur
important a prendre en compte dans nos études afin d’avoir conscience des différents

parametres susceptibles d’affecter nos résultats.

3.3 Phosphorylation de la géphyrine

Nos résultats montrent qu’indépendamment des conditions de traitement utilisées,
une diminution de la fraction phosphorylée de la géphyrine (mAb7a) aux synapses
s’accompagne d’une diminution de la quantité des récepteurs aux synapses. Or, avec le
traitement par des NAS, on observe une diminution de la fraction phosphorylée de la
géphyrine alors que la géphyrine totale (Sylite) a tendance a augmenter (Figure 17), ce qui
amplifie I'effet observé. L’anticorps anti-géphyrine 7a reconnait une séquence de la protéine
qui contient la sérine 270 (S270), et se lie uniquement si ce site est phosphorylé (Kuhse et al.
2012). Il a été montré que ce site est impliqué dans la capacité de la géphyrine a former des
regroupements aux synapses (Battaglia et al. 2018), et que la diminution de la
phosphorylation de ce site entraine une diminution de la capture des récepteurs du GABA
aux synapses (Niwa et al. 2019). Nos résultats sont en accord avec la littérature, et
montreraient que les NAS ont un effet sur la mobilité des récepteurs du GABA via une
régulation de la phosphorylation de la géphyrine. Nous constatons également une
modification inverse pour ce qui est de la quantité totale de la géphyrine. Cette régulation
inverse de la géphyrine totale et de la fraction phosphorylée a également été décrite
précédemment (Lorenz-Guertin et al. 2019). Les auteurs de cet article ont montré que
I'augmentation de la phosphorylation de S270 de la géphyrine est inversement corrélée a
une diminution de la quantité de géphyrine totale dans des neurones corticaux traités au
Diazépam, bien que dans ce cas, a l'inverse de nous, c’est une diminution de la géphyrine
totale et une augmentation de la fraction S270 phosphorylée qui est constatée. Nous
gardons en téte que la sonde peptidique Sylite se lie au site de fixation du récepteur du
GABA et gu’il n"est pas exclu que la diminution des récepteurs du GABA aux synapses
permette une meilleure insertion de la sonde sur la géphyrine. En d'autres termes, Sylite
peut avoir une certaine préférence pour les sites de liaison des récepteurs libres, méme s'il
correspond généralement bien a l'intensité globale de mAb7a et de mEos4b-GABAARy2, ce

qui en fait une lecture précise des niveaux totaux de géphyrine (Khayenko et al. 2022.).
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La littérature nous apprend que les NAS ont une action préférentielle sur I'inhibition
tonique, donc non synaptique, et a priori non directement en lien avec la géphyrine. Des
études sur des modeles de souris knock-out pour la sous-unité GABAARS montrent la
diminution des effets physiologiques de THDOC, un stéroide qui agit également sur les
GABAAR (Stell et al. 2003), ce qui confirme le r6le important de cette sous-unité pour
transmettre I'action du NAS. Cependant, suivant le type de neurone, les sous-unités
préférentielles de I'action des NAS sont variables (Lu et al. 2023). Les sites de fixation connus
des NAS aux GABAAR se situant au niveau des sous-unités a et B (Germann et al. 2021), les
NAS peuvent a priori agir sur les récepteurs contenant des sous-unités 6 extra-synaptiques
mais également les combinaisons de sous-unités contenant y2. Ainsi, les NAS pourraient
potentiellement impacter la géphyrine (et son niveau de phosphorylation) de maniere
indirecte via une régulation des interactions entre les GABAAR et leurs protéines

d’échafaudage.

3.4 Comparaison des résultats avec ceux de la littérature sur les effets des
benzodiazépines

Nous pouvons également mettre en paralléle nos résultats avec ceux de la littérature
sur I'effet du Diazépam, une benzodiazépine (BZD) qui est un modulateur allostérique positif
spécifique du récepteur du GABA et qui agit essentiellement sur les récepteurs synaptiques
(son site de fixation de haute affinité est situé entre la sous-unité a et y2 du récepteur (Sigel
et Buhr 1997)). Les effets pharmacologiques des benzodiazépines étant comparables a ceux
des NAS, il est intéressant de comparer leurs effets sur la régulation des GABAaR aux
synapses avec ceux que nous observons avec les NAS. Les résultats de plusieurs études qui
utilisent les BZD montrent des effets différents suivant le temps d’expositions aux BZD. Par
exemple les études de (Lévi et al. 2015) et (Gouzer et al. 2014) montrent sur des cultures de
neurones d’hippocampes que les BZD appliqué 1 ou 2h, augmentent la stabilisation des
GABAAR aux synapses, et ce, sans changement visible sur les clusters de géphyrine. A
I'inverse, les travaux de (Lorenz-Guertin et al. 2019) et (Jacob et al. 2012) révelent une
augmentation de la diffusion de des GABAaR et de la géphyrine suite aux traitements des
neurones corticaux par les BZD pendant 24h. Il est important de souligner que les résultats
provenant des différentes littératures sur I'effet des benzodiazépines sont assez compliqués

a interpréter, car les conditions expérimentales sont rarement comparables. Or, comme
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mentionné précédemment, nous avons vu que le systéme est tres sensible a différents
facteurs expérimentaux, que ce soit en termes de temps d’exposition et de concentration
des molécules utilisées, des types de neurones mis en culture et des molécules

additionnelles utilisées.

En résumé, étant donné les points de discussions soulevés par mes résultats encore
trés préliminaires, je vais continuer a tester différentes conditions pharmacologiques pour
utiliser les NAS sur les cultures de neurones afin d’obtenir un systeme le plus reproductible
possible et dont les résultats pourront étre comparés avec la littérature déja existante sur le
sujet. J'ai également a ma disposition d’autres lentivirus exprimant les sous-unités mEos4b-
GABAxRa3, a2 et B3, que je vais pouvoir utiliser afin d’avoir une idée plus spécifique des
effets des NAS sur I'ensemble des configurations de récepteurs existantes. Une fois que mon
systeme sera bien maitrisé, je pourrais alors approfondir les résultats observés grace a la
microscopie PALM, qui permet de faire une quantification précise des quantités de
récepteurs synaptiques et extra-synaptiques, de mesurer avec précision la taille et la
morphologie des synapses inhibitrices en fonction de I'activité des neurostéroides, ou
encore de mesurer la diffusion des récepteurs dans la membrane par le suivi de molécule

unique dans des cellules vivantes.
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II. Analyse super-résolutive de la localisation synaptique

de GlyRp et de son role dans la maladie de ’'Hyperekplexie.

1. Contexte

Dans cette deuxieme étude, nous avons cette fois focalisé notre attention sur les
synapses inhibitrices glycinergiques de la moelle épiniere qui présentent des défauts de
fonctionnement dans la maladie de I'hyperekplexie (Schaefer, Harvey, et Villmann 2022).
Dans cette maladie, la majorité des mutations en cause touche la sous-unité alpha 1 du
récepteur de la glycine (GlyRal) et peu d’informations sont disponibles sur le devenir de la
sous-unité béta non affectée dans ces conditions pathologiques. Sachant que c’est la sous-
unité GlyRB qui se lie directement a la géphyrine, la principale protéine d’échafaudage
synaptique (Moss et Smart 2001), il est intéressant de |’étudier pour mieux comprendre les

réorganisations qui ont lieu aux synapses dans cette maladie.

Les deux modeles de souris utilisés dans cette étude, provenant du laboratoire de
Carmen Villmann, ont donc des mutations sur le géne Glral. Dans le modeéle oscillator
(Glra1spdot/sedot) ‘yne microdéletion entraine la perte du domaine transmembranaire TM4, ce
qui a pour conséquence une perte totale de |'expression membranaire de GlyRal.Dans le
modeéle shaky (Glra1s"/sh), la mutation faux-sens du géne Glral entraine la formation de la
sous-unité altérée au niveau d’une boucle extracellulaire Ces deux modeles reproduisent
bien les symptémes de la maladie chez I'humain, qui apparaissent dés 14 jours apres la
naissance. La mort survient a 3 semaines pour les souris oscillator et a 4-6 semaines pour le
modele shaky. (Buckwalter et al., 1994; Kling et al., 1997). Des expériences
d’électrophysiologie ont montré des défauts de fonction des récepteurs glycinergiques dans

les deux modéles de souris (Schaefer et al., 2017).

Au cours du développement, les récepteurs de la glycine sont principalement des
homopentameéres de la sous-unité a2, puis apres la naissance cette sous-unité est remplacée
progressivement par GlyRal, qui forme avec GlyRp un hétéropentamere majoritaire chez

I’adulte. Entre le 7™ et 10°™¢ jour aprés la naissance, les sous-unités GlyRa2 et GlyRa3
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diminuent dans la plupart des populations neuronales (Liu et Wong-Riley 2013). Cette
interversion des sous-unités est en relation directe avec le développement des symptomes
de la maladie observés chez ces souris (Schaefer et al. 2022).

En portant notre intérét sur la sous-unité GlyRB non affectée, et en pouvant la
visualiser, nous souhaitons établir le devenir des récepteurs au niveau des synapses, et ainsi
mieux comprendre les phénoménes de compensation qui peuvent avoir lieu dans ces
modeles, lorsque la sous-unité GlyRal est affectée. Dans le but de visualiser directement la
sous-unité GlyRB du récepteur, la séquence codante de la protéine photo convertible
mEosdb a été introduite dans I’'exon 2 de GlyRB par recombinaison homologue (Maynard et
al., 2021). Cette lignée de souris knock-in a été croisée avec les lignées oscillator et shaky
(Figure 19). L'expression de la sous-unité GlyRp taggée en N-terminal avec la protéine photo

convertible mEos4b permet de faire de la microscopie PALM comme décrit précédemment

(Intro, 11-3.2).
G’rbecs/eus / G,‘ra1+/spdut f\
)
/= Glrpeosleos \ Glrat+ishy
X X
GLRB - exon 2 GLRAT - exon 8 GLRB - exon 2 GLRAT - exon 6 !
[—| ! | f—=+ ;
] T A | A L. ;
o stoPcodon [ __|:|_’_ shaky CE13A  ——w ‘
osclfator TTT GTGTGT —_— mEos4 loxP
mEosd  foxP nomal  TTT GTG TCT CGG GlyRu1 Q177K
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Figure 19 : schéma des reproductions de souris pour la création des modeles oscillator (A)
et shaky (B). Source : Wiessler et al, article accepté.

La plupart des analyses d’imagerie, électrophysiologiques et comportementales de
cette étude ont été réalisées par I'’équipe de Carmen Villmann (Wirzburg, Allemagne). Pour
ma part, j’ai effectué les analyses de microscopie PALM des moelles de souris des différents
génotypes présentés ci-dessus. C’est pourquoi je discuterai peu des résultats dans leur
contexte biologique, mais plus particulierement des résolutions techniques que ce travail a
permis. Pour plus d’informations, je joins en annexe le manuscrit en cours de soumission de

cette étude (Wiessler et al, under review).
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2. Résultats

Les moelles de souris des trois génotypes suivants ont été étudiées : Glral*/*/Glrbecs/eos
(souris contréle uniquement mutée pour fusionner la sous-unité béta avec la protéine
mEos4b), Glralspdet/sedot/G|rheos/eos (souris oscillator), Glrals"/s"Y/Glrbeos/e%s(souris shaky). Un
immunomarquage des coupes avec l'anticorps anti-géphyrine (mab7a), nous a permis de
visualiser les clusters de géphyrine synaptique, en parallele de la fluorescence de mEos4b-
GIlyRB non convertie, regardée dans le vert, en microscopie classique (Figure 20). Sur ces
images, nous pouvons constater que les détections de mEos4b-GlyRp3 colocalisent presque
totalement avec le marquage de la géphyrine, ce qui coincide avec les résultats attendus
décrivant que la sous-unité GlyRp est préférentiellement adressée aux synapses de la moelle

épiniere (Maynard et al., 2021).

mEos4b-GIyRp géphyrine (mAb7a) syperposition

L
.
.'0. “td q'
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Figure 20 : Images prises en microscopie a champs large, représentatives des moelles
épiniéres de souris contrles (Glral**/GIrb®®) marquées avec I'anticorps anti-géphyrine
mAb7a, épaisseur de la coupe ~8 um. Echelle : 5um

2.1 Microscopie PALM

Pour étudier les différences de répartition des sous-unités du récepteur de la glycine et
de la géphyrine, I'équipe de Carmen Villmann a comptabilisé le nombre de spots
fluorescents pour chaque marquage (GlyRa, GlyRB, géphyrine) dans des neurones de culture
de moelles de souris, informant donc sur des niveaux d’expression de ces protéines et de
leur distribution au niveau des dendrites. Pour compléter ces analyses avec des données sur
la taille des clusters comptés, nous avons contribué a I’'étude en faisant de la microscopie
PALM directement sur les moelles des souris. Pour ce faire, pour chaque génotype, trois

souris différentes ont été analysées. Pour chacune des moelles, j'ai réalisé 3 coupes par
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génotype, et jai enregistré deux acquisitions PALM par coupe de la photoconversion
stochastique de mEos4b du vert au rouge sous illumination UV comme décrit dans les
méthodes. Le clighotement obtenu a été enregistré sur 20 000 images qui ont été analysées
par le logiciel ZEN (Zeiss) pour obtenir une image super résolue ou chaque détection est
représentée par ses coordonnées en x et en y, avec une précision d’environ ¢ = 10-15 nm
(Figure 21-B). Cette image pointilliste est ensuite convertie, en représentant chaque
détection comme une distribution Gaussienne avec une déviation standard ¢ correspondant
a sa précision de pointage. Les intensités des différentes détections s’additionnent pour ainsi

produire une image dite « rendered » (Figure 21-C).

A
756/20000 | 757/20000

758/20000
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Figure 21 : A) Série d’images d’un film PALM de 20 000 (images 756 a 759), montrant
quelques détections par image. Le spot entouré de magenta montre qu’une détection peut
apparaitre sur plusieurs images a la suite, et peut présenter des intensités différentes. Le
spot entouré de jaune montre une détection qui disparait (758/20000) avant de réapparaitre
759/20000), probablement d0 a un clignotement photo-physique. B) L’addition des
détections dans les 20 000 images permet de reconstituer une image pointilliste ou un point
représente la localisation d’une détection, échelle 2 um. C) Zoom sur l'image pointilliste (a
gauche), et équivalent en image super-résolue ‘rendered’ (& droite), ou chaque point est
représenté par une Gaussienne correspondant a la précision de localisation de chaque
détection (environ o= 10-15 nm) et avec une taille de pixel de 10 nm. Echelle : 1 um.

Ces images ont ensuite été analysées avec le module Spot Detector du logiciel Icy afin
de quantifier la taille des clusters de sous-unités GlyRp qui représente les accumulations
synaptiques. Il a été démontré (Maynard et al.,, 2021) que l'organisation des GlyR aux
synapses est telle que la densité de récepteurs (nombre de récepteurs divisé par I’aire) reste
la méme quand les tailles de synapses changent. On peut donc considérer que la taille des
synapses refléte le nombre de récepteurs aux synapses. D’aprés mes résultats, la taille des
synapses glycinergiques des souris oscillator (GlralsPdot/spdot/G|rpeos/eos) est significativement
plus petite par rapport aux souris contrdles (Glral**/Glrbeos/e%s) (p<0.001, test de Kruskall-
Wallis, suivi du test de comparaison multiple Dunnett) mais je ne constate pas de différences

pour les souris shaky (Glra1shY/shy/Glrbeos/e%s) (p=0.70) (Figures 22 et 23).
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Figure 22 : Images super-résolues représentatives des films PALM pris pour chaque
génotype de souris. Echelle : 1 um.

n.s.
* %%

o

o

w
]
.

&
L ]
g . o
peo o
g 002 FTE] egpee [ ©
©
(0] e
a
S 0.01-
>
7]
2 \ ™ 3
Ny a0 N
R Sy
Q o
o

Figure 23 : Représentation de la taille moyenne (+ écart type) des synapses par image
super-résolue en PALM. n = 1 image super résolue avec en moyenne 150 synapses
analysées ; oscillator n = 16, shaky n = 14, sauvage n = 13, avec 3 souris différentes par
génotype et au moins 2 coupes par souris). *** p<0.001, n.s. (non significatif).
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2.2. Interprétation et discussion des résultats

L’équipe de Carmen Villmann a, de son c6té, fourni des résultats sur I’étude de ces
modeéles de souris obtenus par microscopie classique et par Western-blot. Dans des cultures
de cellules de moelles issues des souris oscillator, par immunomarquage, ils ont constaté une
diminution des points de clusters fluorescents de la sous-unité GlyRp et une augmentation
de I'ensemble des sous-unités GlyRa (anticorps ciblant toutes les sous-unités alpha), et pas
de changement du nombre de clusters de géphyrine (décompte de points de fluorescence
pour 100 um de dentrites). Par Western blot, ils ont montré que la sous-unité GlyRa2 est
surexprimée dans les moelles par rapport aux contréles, évoquant bien une surexpression
compensatrice entre les différentes sous-unités alpha.

Nos résultats de microscopie PALM (Figures 22 et 23), révélant une diminution de la
taille des clusters synaptiques des sous-unités GlyRf, montrent que la sur-expression de
GlyRa2 ne permet pas de résoudre les défauts d’organisation synaptique. Ces derniers
pourraient former soit des homopentameéres extra-synaptiques, soit des hétéropentameéres
avec la sous-unité GIlyRB qui restent insuffisants pour effectuer une compensation

fonctionnelle.

Réalisée de la méme maniére, leur étude faite sur les cultures de cellules de neurones
issues de moelle de souris shaky, montre une forte diminution du nombre des clusters de
sous-unité GlyRp, une augmentation des clusters de sous-unité GlyRal et une diminution de
clusters de géphyrine. Nos résultats de microscopie PALM ne montrent pas de différence
significative des tailles de synapses dans ce modele par rapport aux souris controle (Figure
23). Cela indiquerait que la sous-unité GlyRal mutée (shaky) forme bien des récepteurs avec
GlyRB, mais que ces récepteurs étant non fonctionnels, la surexpression de la sous-unité
GlyRal constatée, empécherait la mise en place d’un systeme de compensation fonctionnel,

comme par exemple une augmentation du nombre de récepteur du GABA dans ces synapses.

Les différences dans nos résultats (voir annexe : Wiessler et al., under review) sont
probablement dues aux systemes expérimentaux utilisés : dans un cas les cultures dissociées
de neurones a partir de moelle embryonnaire, dans |'autre cas les coupes de moelle épiniere
de souris postnatales. Néanmoins, plusieurs conclusions peuvent étre tirées de nos données.
L'imagerie super-résolutive montre nettement une diminution de la taille des clusters
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synaptiques dans oscillator, preuve d’un déficit structural di au manque de récepteurs
hétéromeres GlyRal/B. En revanche, une perte de fonction dans shaky montre que le
mécanisme de la pathologie est tres différent dans ce modele. D’ailleurs, les augmentations
des sous-unités a dans les deux mutants (Wiessler et al. under review) indiquent que des
effets compensatoires existent, méme s’ils restent insuffisants. Dans le futur, nous
essayerons de maximiser |'efficacité de ces mécanismes par une approche pharmacologique,
par exemple en appliquant des neurostéroides pour augmenter I’activité GABAergique (voir
résultats 1) puisque la majorité des synapses inhibitrices de la moelle épiniére sont mixtes

(glycinergiques et GABAergiques).

2.3 - Considérations techniques des acquisitions PALM

2.3.1. Clignotement non —spécifique

Pendant I'acquisition, il est crucial de garder un ceil critique sur la qualité visuelle du
clignotement d’un échantillon. Tout d’abord, une fois que la mise au point est faite sur
I'image des fluorophores non convertis dans le vert, il faut observer comment se comporte
I’échantillon illuminé dans le rouge avant la photoconversion avec I'UV. Les clignotements
observés, non spécifiques, doivent étre limités au maximum car I'image super-résolue est
constituée a partir de la fluorescence dans le rouge qui provient de la photoconversion de
mEosdb, et ne doit donc pas étre confondue avec d’autres signaux dans le rouge. Nous
observons toujours un peu de clignotement de bruit de fond, qui est souvent photoblanchi
apres quelques secondes de forte illumination par le laser rouge, et qui ne sera donc pas
génant pour la suite de 'acquisition. Nous prenons ainsi la précaution de faire un cycle
d’exposition de I’échantillon au laser rouge a 80% de puissance avant de lancer 'illumination
des UV (405 nm) qui marque le début de chaque enregistrement d’un film PALM.

Malgré ce traitement, nous observons parfois un clignotement non spécifique trop
important et persistant, qui pourrait diminuer la qualité de la reconstruction de nos images
super-résolues. Au cours des analyses de nos coupes de moelles, ce phénomene est apparu,

sur certaines coupes et pas sur d’autres, provenant pourtant du méme tissu. Ce
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clignotement parasite, repéré a I’ceil nu, peut se répercuter sur les données des détections
faites par le logiciel d’analyses du film PALM. Pour le moment, nous ne comprenons pas
encore exactement d'ou viennent ces fausses détections. Le plus probable serait que la
préparation de |'échantillon (séchage, perméabilisation, immunomarquage, qualité de la
lamelle) peut entrainer une autofluorescence visible dans le canal rouge. Cette

autofluorescence créerait des clignotements de faible intensité sous forte illumination laser.

Pour les films que j’ai jugés de moins bonne qualité a I'ceil nu, car contaminés par trop
de clignotements non spécifiques (appelés « bruit de fond »), le nombre de détections
comptabilisées est plus important que sur les autres films avec moins de clignotement
parasitaires (Figure 24), et la quantité de photons par détection est en moyenne plus faible.
Cette augmentation du nombre de détections est corrélée a une augmentation du nombre
de clusters détectés avec le logiciel Spot detector ainsi qu’a une taille moyenne plus faible. Il

semble donc que ces clignotements non spécifiques entrainent une sur-évaluation du

nombre de synapses et une diminution de leur taille, et cela fausse les résultats.
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Qualité des films PALM

Figure 24 : A) Exemple d’image super-résolue pointilliste de qualité « bruit de fond » et de
bonne qualité « OK ». B) Représentation graphique des détections (nombre de détections,
nombre et taille des clusters) pour des films PALM de qualités variables : catégorie « bruit de
fond » pour les films présentant beaucoup de clignotements non spécifiques, et catégorie
« ok » pour les films de bonne qualité de clignotement.

Plusieurs fonctions du logiciel permettent de filtrer les détections que I'on souhaite
garder pour reconstituer I'image super-résolue. Nous pouvons éliminer les détections avec
un seuil minimum de nombre de photons a prendre en compte. Si les fausses détections ont
une intensité différente que les fluorophores mEos4b, nous pouvons ainsi les supprimer de la
reconstitution de l'image super-résolue. Il y a aussi la possibilité d’éliminer des détections

non spécifigues en se basant sur le critere de densité. Cela signifie que pour chaque
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détection, le logiciel recherche s’il y a d’autres détections dans un périmétre proche, ce qui
constitue en effet un filtre de densité. Par exemple, il faut un minimum de 10 autres
détections a une distance maximum de 100 nm du spot détecté pour que ce dernier ne soit
pas supprimé de I'image finale. Ce filtrage est expliqué par la caractéristique du cycle de
photoconversion de mEos4b. En effet, la conversion de mEos4b du vert au rouge sous
illumination des UV est un phénomeéne stochastique qui est complexe et difficile a maitriser
(Figure 25). Ainsi, un méme fluorophore peut étre converti dans le rouge puis rentrer dans
un état inactivé avant de fluorescer a nouveau dans un nouveau cycle. Ce nombre de cycle
peut étre trés variable d’un fluorophore a un autre. De méme, la durée de la fluorescence
dans le temps n’est pas identique entre les fluorophores. En général, un méme fluorophore
sera détecté sur plusieurs images a la suite et pourra réapparaitre plus tard au cours de
I'acquisition (Figure 21-A). De ce fait, avec ce filtrage, une détection unique sans voisins

proches ne sera pas considérée comme une vraie détection de la protéine mEos4b.
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Figure 25 : Proposition de modéle des propriétés photophysiques de mEos4b par Waulffele et
al. 2022.

2.3.2. Signal faible

Nous avons remarqué sur une autre série de films PALM, que les signaux lumineux
enregistrés étaient de faible intensité par rapport aux autres films. Cette observation est
confirmée ensuite lorsque I'on examine le nombre de photons mesurés par la caméra pour

chaque détection (Figure 26).
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Figure 26 : comparaison des histogrammes représentant le nombre de détections
enregistrées en fonction du nombre de photons. A) Film PALM avec clignotement de faible
intensité, B) film PALM avec une bonne qualité de clignotement.

La conséquence de cette faible intensité lumineuse du clignotement est une perte de la
précision de localisation des détections. En effet, plus le nombre de photons est élevé par
rapport au bruit de fond (ratio signal/bruit), plus la précision de la mesure de la position du
fluorophore sera bonne (Figure 27). La encore, un filtrage des détections avec un seuil

minimum de photons peut étre appliqué.
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Figure 27: Comparaisons des paramétres de détections de plusieurs films PALM ;
« faible » : les films jugés visuellement de faible intensité lumineuse, « bruit-de-fond » : les
films jugés visuellement ayant beaucoup de clignotements non spécifiques, « ok » pour les
films de bonne qualité.

Comme pour les films avec un bruit de fond élevé, nous ne connaissons pas encore la
raison de la perte d'intensité des détections dans certaines acquisitions. Dans ce cas, le
probléme viendrait probablement de l'imagerie elle-méme, a cause d’une bulle d'air dans
I'huile d'immersion de I'objectif, ou d’'un mauvais réglage de l'intensité du laser 561 nm ou
d’un des filtres. Pour cette raison nous avons préféré dans les deux cas recommencer de
nouveaux films pour avoir des qualités de clignotements comparables entre toutes les
conditions, plutot que d’essayer de filtrer les détections brutes. De plus, nous faisons une
sorte de filtrage apres la reconstitution de I'image super-résolue, puisque nous faisons une
recherche de synapses avec le logiciel Spot Detector qui détecte des structures fluorescentes
en fonction de leur intensité, prenant en compte le bruit de fond local (c'est-a-dire les
détections de basse densité). Nous mettons comme seuil minimum une surface de 100

pixels, soit 10* nm? sur les images super-résolues, ce qui, par conséquent, élimine les fausses
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détections uniques et les vraies détections de mEos4b quand il s’agit de la protéine seule

(récepteurs GlyRB non-synaptiques).

2.3.3. Conditions d’acquisition

Afin d’avoir une qualité de prise d’'image optimale, il faut maitriser la puissance de
I'illumination par le laser UV au cours de la prise d’image. Nous souhaitons avoir ni trop, ni
trop peu de détections pour chaque image enregistrée. En effet, si nous appliquons trop
d’UV, le taux de protéines mEos4b converties sur une méme image est trop important, ce qui
augmente la probabilité que deux détections séparées d’une distance inférieure au critére de
Raleigh apparaissent. Par conséquent, ces détections ne sont soit pas correctement
localisées, soit ne sont pas prises en compte pour la reconstitution de I'image résolue, et
donc nous perdons de l'information. D’un autre c6té, si l'illumination UV est trop faible et
qgue trop peu de détections apparaissent par image, le temps nécessaire pour faire clignoter
toutes les protéines présentes est alors allongé, ce qui augmente aussi la quantité de
clignotements non spécifique enregistré. Or, il faut un ratio nombre de clignotement
spécifique / nombre de clignotement non spécifique le plus grand possible. Concrétement, il
faut commencer avec une puissance trés faible d’illumination aux UV, dans notre cas ~0.02%
de la puissance nominale du laser 405 nm, ce qui au début de l’activation est suffisant
puisque tous les mEos4b sont disponibles a la photoconversion. Puis, au cours du temps, de
plus en plus de mEos4b vont photoblanchir définitivement, et donc il faudra augmenter
progressivement la puissance du laser UV afin de photo-convertir une quantité suffisante de
fluorochrome de sorte qu’on puisse obtenir cette fameuse quantité visuelle de clignotement
la plus constante possible. Pour pouvoir faire de la quantification de détection, il est
important d’arriver a I'épuisement du clignotement avant la fin de I'enregistrement du film
PALM, c'est-a-dire détecter la totalité des fluorophores mEosdb dans toutes les conditions

expérimentales.

2.3.4. Correction du drift
Les acquisitions de films de 20 000 images durent environ 17 minutes (50 ms par

image, ce qui correspond a 20 Hz), d’ou la nécessité de vérifier que I'alignement de
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I’échantillon avec le microscope n’a pas subi de changement au cours du temps. Pour ce
faire, nous soumettons I'image PALM a une correction du décalage qui est faite par le logiciel
ZEN (Zeiss) a partir d’'une segmentation du film en plusieurs blocs d’images, alignés les un
par rapport aux autres avec un calcul de corrélation (Figure 28). Dans la plupart des cas, cette
correction est suffisante pour repositionner les détections et ainsi assurer une meilleure

reconstruction de clusters synaptique de mEos4b-GlyRp.

Avant correction du décalage Aprées correction du décalage

Figure 28 : Images PALM super-résolues, avant et aprés correction du décalage. Echelle 1
pm. Diagramme de déplacement en x et en y du film PALM. Dans ce cas précis, on observe
surtout un décalage fort dans la direction y d'environ 300 nm entre I'image 9000 et 14000.
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III - Microscopie a illumination structurée (SIM)

1-Contexte biologique

Dans cette derniere partie, je vais illustrer un exemple de l'intérét de la technologie
SIM, a travers des mises au point que j’ai faites pour un projet en collaboration avec I'équipe

de recherche de Rochelle Hines, de I'université de Las Vegas (Nevada, USA).

Ce projet s’intéresse a la structure des neurones nommée segment initial axonal (SIA).
Cette zone se situe entre le compartiment somato-dendritique et I'axone du neurone, et
permet le maintien de la polarité des neurones. C'est également le lieu ou le potentiel
d’action est généré en réponse aux différents signaux électrique recus par les dendrites et le
soma de la cellule. Une fois le potentiel d’action initié, il se propage le long de I'axone pour
atteindre les terminaisons axonales oU se trouvent des synapses qui permettent de
transmettre ce signal électrique a d’autres cellules. Le SIA a une longueur comprise entre 20
et 60 um, et a été défini par la microscopie électronique comme un domaine trés riche en
protéines membranaires et submembranaires et présentant une organisation de
microtubules en faisceaux, spécifique a cette zone (discuté dans Leterrier 2016). Durant la
derniere décennie, des analyses par microscopie super-résolutive ont établi |'ultra-structure
du SIA ainsi que son organisation moléculaire. Le SIA est enrichi en canaux voltage sodique
par rapport aux autres régions du neurone, et la structure est maintenue par un réseau de
protéines d’échafaudage qui comprend la spectrine et I'ankyrine G qui se lient au squelette

d’actine et de microtubule (Figure 29).
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Figure 29 : Organisation ultra-structurale du segment initial axonal, d’apres Leterrier et al.
2015.

On trouve également des synapses GABAergiques le long des SIA, qui sont
caractérisées par la sous-unité alpha 2 et alpha 1 dans une moindre mesure. Leur présence
au niveau du SIA indique que ces activités inhibitrices contrélent l'intégration des signaux
électriques et la génération des potentiels d'action. Ce qui n'est pas encore connu c'est la
maniére dont ces synapses sont régulées et quel réle elles jouent dans un contexte
pathologique. L'équipe de Rochelle Hines étudie le syndrome ARHGEF9 de déficit
intellectuel, une mutation qui concerne la collybistine, une autre protéine d'échafaudage qui

interagit avec la géphyrine et les GABAaR dans les synapses GABAergiques (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma montrant l'incorporation de la collybistine aux synapses GABAergiques,
d’aprés Imam et al. 2022.

lIs ont créé un modele de souris dont le GABAAR est muté au niveau de la sous-unité
alpha 2 (Gabra2-1), le domaine de la grande boucle intracellulaire entre le domaine
transmembranaire 3 et 4 qui interagit avec la collybistine est remplacé par celui de la sous-
unité alpha 1 qui lie préférentiellement la géphyrine (Figure 31) (Hines et al. 2022). Il est
intéressant de noter que ce modeéle de souris présente des changements morphologiques au
niveau du SIA au cours du développement, qui font I'objet de recherches dans le laboratoire
du Dr Hines. Afin d’étudier comment cette mutation impacte I'organisation des SIA, enrichie
en GABAaR-a2, nous voulons observer les SIA sur des coupes de cerveaux de ces souris

mutantes.
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Figure 31: Représentation schématique de la mutation générée dans le modéle de souris
Gabra2-1. Source : Hines et al. 2022.

Les premiers résultats de microscopie classique de I'équipe de Rochelle Hines
montrent des différences de rectilignité des SIA entre les souris controles et les souris
Gabra2-1, a savoir que les SIA des mutants sont plus tortueux que ceux des souris Gabra2
sauvages. Cette observation les a amené a vouloir étudier avec plus de résolutions la
structure des SIA afin de comprendre ce qui se joue au niveau de I'organisation de cette
structure. Nous savons grace aux travaux de Leterrier et al. (2015), que les SIA sont structuré
par des anneaux d’actine séparés de 190 nm (Figure 29) et que cette organisation en anneau
joue un réle dans la stabilisation de la structure des SIAs. Nous avons a l'aide de la
microscopie SIM (Intro 1I-3.1) proposé d’étudier les tissus neuronaux de leur souris Gabra2-
1, dans le but d’identifier d’éventuelles désorganisations de ce motif en anneaux. En effet,
puisque la microscopie SIM permet d’augmenter la résolution des images par un facteur de
deux, par rapport a la microscopie classique, nous comptons pouvoir détecter ces anneaux
dont la distance de 190 nm se situe sous le seuil de résolution maximum de la microscopie
classique. De plus, le SIM permet la prise d'images trois-dimensionnelles dans différents
canaux de fluorescence, ce qui permet de visualiser des structures complexes dans des
échantillons épais. Pour ces raisons, le SIM peut étre une méthode parfaitement adaptée au

modeéle expérimental et a la question biologique.
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2-résultats

Des coupes de cerveaux des souris ont été réalisées et immunomarquées afin de
détecter la spectrine au niveau des SlAs, ainsi que la géphyrine et la sous-unité alpha2 du
GABAAR pour identifier les synapses GABAergiques sur les SIAs. Etant donné que la
technique SIM ne requiert pas de préparation d’échantillon spécifique, les marquages ont pu

étre faits en paralléle pour regarder les coupes au microscope confocale et en SIM.

Géphyrine (Sylite) Spectrine tion

superposi
7/

GABA,RB3

Figure 32 : Comparaison des images prises au confocal (A) et en SIM (B) sur la zone du
cortex de coupes de cerveaux de souris. Echelle 5 pm.

Nous pouvons constater sur la figure 32, avec le marquage de la spectrine que I'image
est mieux définie avec la microscopie SIM par rapport a l'image prise au microscope
confocal. Nous distinguons une structure réguliére tout le long du SIA qui n’est pas visible
dans des images confocales. En zoomant sur la structure du SIA révélée par le marquage de
la spectrine, nous observons un motif en anneaux (Figure 33-A). Les profils d’intensité
(Figure 33-B) faits sur ce motif indiquent une distance entre les anneaux de 193 nm, ce qui
correspond a la distance mesurée par (Leterrier et al. 2015), grace a la technique de SMLM
du STORM. Les marquages de la géphyrine et du GABAAR sont moins forts que celui de la
spectrine et présentent un bruit de fond dit « en nid d’abeille », typique de I'artefact produit

par la reconstruction SIM lorsque le signal fluorescent n’est pas assez puissant et/ou stable.
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Figure 33 : Image zoomée d’un SIA marqué par la spectrine. Mesure de la distance (de la
barre rouge a la barre bleue) entre les anneaux de spectrine révélés par la microscopie SIM.
Echelle : 500 nm.

3 -Discussion

Ces résultats préliminaires de mise au point du marquage pour |'étude SIM sont
encourageants. Du fait que I'on puisse distinguer la structure en anneaux caractéristique des
SIAs et méme mesurer I'arrangement de ces anneaux, nous aurons la possibilité de procéder
a des mesures systématiques sur un panel de SIA pour les différents génotypes de souris
(Gabra2-1 et Gabra2 sauvage), et découvrir si le profil tortueux des SIAs est di a une
désorganisation au niveau de cette structure en anneaux. D’ailleurs, ce sera intéressant de
voir si I'organisation des synapses inhibitrices au niveau du SIA est modifiée dans la souris

Gabra2-1, ce qui pourrait indiquer des changements fonctionnels.
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Conclusion

Les différents projets auxquels je participe m’ont permis d’approfondir mes
connaissances en microscopie et notamment d’avoir du recul par rapport aux avantages et
inconvénients de différentes techniques a disposition au sein de notre unité. Ainsi, en tant
qgue future responsable technique de la plateforme de microscopie de notre unité, je
propose en guise de conclusion un tableau récapitulatif de quelques spécificités des

différentes techniques microscopiques abordées dans ce manuscrit (tableau 3).

Lorsque I'on a besoin de faire des analyses microscopiques, on peut étre tenté de
choisir la technique offrant la meilleure résolution possible. Cependant pour choisir le
systeme de microscopie le plus adapté a un projet il y a plusieurs parametres a prendre en
compte. Les techniques de SMLM, PALM et STORM sont celles qui permettent I'obtention de
la meilleure résolution sur notre plateau technique. Elles seront donc choisies pour étudier
une structure ou une organisation qui demande une résolution entre 25 et 100 nm environ.
Le PALM sera préféré pour imager des protéines recombinantes, ce qui permet de les
étudier en condition de cellules vivantes tandis qu’avec STORM ['utilisation de fluorophores
organiques sera réservée aux tissus et cellules fixés. Cela permet d’observer des protéines
endogenes avec un signal fluorescent généralement plus fort par rapport aux signaux émis
par les protéines photoconvertibles. De plus I'imagerie de plusieurs protéines marquées
avec des fluorophores de différentes couleurs est possible avec la technique STORM, et sera
prochainement implémentée dans notre unité a l'aide d'un nouveau module d'imagerie
SMLM de la société Abbelight. La contrepartie des techniques d'imagerie a molécules
uniques est le temps long nécessaire pour acquérir les images, ainsi que la taille des fichiers
générés. De plus, les échantillons doivent étre les plus fins possible, pour minimiser le bruit

de fond provenant de I'épaisseur de I'échantillon.

Les points forts du SIM ressemblent a ceux du microscope confocale, bien que
I'approche soit trés différente d'un point de vue technologique. Dans les deux cas |'imagerie
peut étre faite de maniere séquentielle dans différentes longueurs d'onde, avec la possibilité
d'une acquisition d'une image trois-dimensionnelle avec un haut contraste. Ainsi, |'épaisseur

de I'échantillon avec le SIM n’est pas problématique puisque I'on peut imager plusieurs
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sections en z, et ainsi reconstruire des images en trois dimensions. Tout comme au confocal,
la détection de plusieurs couleurs est parfaitement compatible avec la technique SIM et ne
demande pas de mise au point particuliére par rapport aux immunomarquages mis en place
pour la microscopie a fluorescence classique. L’avantage du SIM par rapport au confocal est
le gain de résolution qui permet de descendre jusqu’a environ 100 nm de résolution spatiale,
a condition d’avoir des marquages qui donnent des signaux lumineux forts et stables,
conditions nécessaires a des reconstructions d’images super-résolues de bonne qualité. Pour
cette méme raison, les fluorophores organiques seront privilégiés aux protéines
fluorescences. De plus, les temps d’acquisitions du SIM sont relativement rapides en

comparaison avec les techniques de SMLM (PALM et STORM).

; : . taille
technologie S marquage multicouleur| vivant | 3D le'palssgur . tem.p.s. des
(xty) d'échantillon | d'acquisition | .. -
fichiers
Protéine photo- Dizaines de
PALM 25-50 nm activable/ (-) + (+) <10 pm . Gb
. minutes
photoconvertible
Fluorophore Dizaines de
STORM | 20-40 nm Jorganique photo + - (+) <10 um minutes Gb
activable
SIM 100 nm FIuorophore + ) + < 100 pm Dizaine de Mb
organique secondes
Protéine
Confocal | 250 nm fluorescente / N . . <100 um Dizaine de Mb
fluorophore secondes
organique
Protéine
Fluo fluorescente /
. 250 nm + + - ~10um |<1seconde| Kb
classique fluorophore
organique

Tableau 3 : Guide rapide pour orienter le choix de microscopie sur la plateforme. Les
parenthéses () montrent une préférence, mais l'autre possibilité n’est pas exclue.
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Abstract

Startle disease is due to the disruption of recurrent inhibition in the spinal cord. Most
common causes are genetic variants in genes (GLRA1, GLRB) encoding inhibitory glycine
receptor (GlyR) subunits. The adult GlyR is a heteropentameric complex composed of al
and B subunits that localizes at postsynaptic sites and replaces embryonically expressed
GlyRa2 homomers. Human GIlyR variants of GLRA1 and GLRB, dominant and recessive,
have been intensively studied in vitro. However, the role of unaffected GlyRp, essential for
synaptic GlyR localization, in the presence of mutated GlyRal in vivo is not fully understood.
Here, we used knock-in mice expressing endogenous mEos4b-tagged GIlyRp that were
crossed with mouse Glral startle disease mutants. We explored the role of GlyRB under
disease conditions in mice carrying a missense mutation (shaky) or resulting from the loss of
GlyRal (oscillator). Interestingly, synaptic targeting of GlyRp was largely unaffected in both
mouse mutants. While synaptic morphology appears unaltered in shaky animals, synapses
were notably smaller in homozygous oscillator animals. Hence, GlyRp enables transport of
functionally impaired GlyRal missense variants to synaptic sites in shaky animals, which has
an impact on the efficacy of possible compensatory mechanisms. The observed enhanced
GlyRa2 expression in oscillator animals points to a compensation by other GlyRa-subunits.
However, trafficking of GlyRa23 complexes to synaptic sites remains functionally insufficient
and homozygous oscillator mice still die at three weeks after birth. Thus, both functional and
structural deficits can affect glycinergic neurotransmission in severe startle disease, eliciting

different compensatory mechanisms in Vivo.

86



Introduction

Hyperekplexia (OMIM147100, startle disease) is a rare neurological motor disorder
(Becker, 1995). Symptoms are severe and sometimes life-threathening including massive
rigidity, high muscle tonus and excessive startle to unexpected acoustic or tactile stimuli. The
disease is caused by mutations in genes encoding glycine receptor (GlyR) subunits or the
glycine transporter 2 (GlyT2). GlyRs enable fast inhibitory neurotransmission in the adult
brainstem (BS) and spinal cord (SC) and are important for proper motor control (Lynch,
2004). They belong to the superfamily of cys-loop receptors and are pentameric ligand-gated
chloride channels. Each subunit consists of a large N-terminal extracellular domain (ECD),
four transmembrane (TM) domains and a short extracellular C-terminus (Du et al., 2015;
Huang et al., 2015). Four a (al-a4) and one B subunit of GlyRs have been identified. GlyRa
subunits can form homomeric pentamers located at presynapses or extrasynaptic sites
(Turecek and Trussell, 2001; Xiong et al., 2014), whereas GlyRp can only form functional ion
channels when co-assembled with GlyRa in various subunit stoichiometries (Durisic et al.,
2012; Patrizio et al., 2017; Yu et al., 2021; Zhu and Gouaux, 2021). The B subunit directs
GlyRs to synapses due to a direct interaction with the scaffold protein gephyrin (Kneussel
and Betz, 2000; Chapdelaine et al., 2021). The GlyRB subunit has been associated with
anxiety and panic disorders (Deckert et al., 2017; Schaefer et al., 2020). GlyRB mRNA was
found to be widely expressed throughout the SC and the brain (Malosio et al., 1991). A non-
commercial monoclonal antibody has been generated, enabling the detection of GIyRf at the
protein level in SC, BS, and midbrain (Weltzien et al., 2012).

During development, homomeric GlyRao2 represents the major form of GlyRs. A
subunit switch after birth has been described resulting in the expression of mainly GlyRalp
complexes in adult BS nuclei and SC. In contrast, a2 expression decreases after a peak at
postnatal day 7 to 10 (Liu and Wong-Riley, 2013; Morelli et al., 2017). Mutations in the genes
GLRA1l (GlyRal), GLRB (GlyRp) and SLC6A5 encoding GlyT2 are the major underlying
causes of startle disease in humans and rodents (Rees et al., 2006; Chung et al., 2010;
Chung et al., 2013; James et al., 2013; Bode and Lynch, 2014; Schaefer et al., 2015; Piro et
al., 2021). Most mutations were found in GLRA1 for which different mouse models exist. The
mouse model oscillator represents an GlyRal structural null mutation. A microdeletion leads
to an early STOP codon resulting in a complete loss of GlyRal protein expression.
Homozygous oscillator mice show severe symptoms starting around P14 and die at three
weeks of age (Buckwalter et al., 1994; Kling et al., 1997). Whether the lack of GlyRal has an
influence on the GIyRB expression and/or localization remains unclear. Interestingly, in
heterozygous oscillator mice, the packing density of GlyR number of 2000/um? at SC
synapses did not change compared to wildtype. Yet, significant alterations were observed
regarding the size and morphology of glycinergic synapses (Maynard et al., 2021). The effect
of the more severe, homozygous oscillator mutations on glycinergic synapses has not yet
been analyzed. Shaky, another severe startle disease model carries a missense mutation
Q177K in the B8—B9 loop of the GlyR ECD. Symptoms in homozygous shaky mice start at
P16 and increase during the following week, but the mice die somewhat later, at around 4-6
weeks. It has been suggested that shaky underlies altered GlyRal synaptic targeting
(Schaefer et al.,, 2017), however, the role of the GlyRB subunit in this context is not yet
understood.

In this study, we make use of a newly generated knock-in GIrb®®s mouse line that
allows the specific detection of GlyRp via the mEos4b fluorecence tag (Maynard et al., 2021).
This reporter mouse was crossed with two different startle disease lines, namely oscillator
and shaky, to investigate the role of GlyRp in the pathogenicity as a result of functional or
structural GlyRa1l deficiency.
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Materials and methods
PCR genotyping

Genotyping from the GIrb®®s mouse line (Glrb™Ecsdics  MG1:6331065) and two hybrid
mouse lines Glral1*%YGlrbe°s (oscillator, JAX stock #000536, RRID:IMSR_JAX:000536) and
GlralsV/Glrbes (shaky, (Schaefer et al., 2017); C. Paige, University Health Network
Research, Toronto, Canada) was performed as described in (Maynard et al., 2021) and
(Schaefer et al., 2018), respectively.

Immunohistochemical stainings of brain and spinal cord tissue

Brains and SCs were extracted from deeply anesthetized Glral**/Glrbe°s®*s and
GlralspdovspdoyGlrpeosieos mice, embedded in Tissue-Tek™ (4583, Sakura Finetek, CA, U.S.)
and immediately frozen on dry ice. A cryostat (CM1950, Leica, Wetzlar, Germany) with a
chamber temperature of -20°C was used to cut sections of 9 um thickness. Sections were
mounted on SuperFrost Plus slides (03-0060 Langenbrinck, Emmendingen, Germany) and
directly used for stainings or stored at -80°C. Sections were fixed with ice cold 2%
paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered saline (PBS) pH7.4 for 30s at room
temperature (RT). After washing in PBS pH7.4, sections were shortly dipped in 50 mM NH4CI
for quenching and incubated in 0.1 mM glycine for 30 min. For blocking, 10% normal goat
serum (NGS) in PBS pH7.4 were used followed by primary antibody incubation with anti-
mEos-Cy3 (N3102-SC3-L, 1:200, Nanotag, Goéttingen, Germany), GlyRa1 (146111,
RRID:AB_887723, 1:500, Synaptic Systems, Gottingen, Germany), GlyRa2 (NBP3-03685,
1:1000, Novus Biologicals, Wiesbaden, Germany) and gephyrin (147111, RRID:AB_887719,
1:500, Synaptic Systems, Gottingen, Germany) in blocking solution over night (ON) at 4°C.
Secondary antibody goat-anti-mouse-Cy5 (115-175-146, Dianova, Hamburg, Germany)
diluted 1:500 in blocking solution was incubated for 1 h in the dark at RT and nuclei were
stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) in PBS pH7.4 for another 10 min. Sections
were mounted in Fluor Save Reagent (345789, Calbiochem, Darmstadt, Germany) and
sealed with a glass coverslip.

Spinal cord tissue preparation for spinal cord clearing and Photoactivated
Localization Microscopy (PALM)

Mice were perfused with 4% w/v PFA (Polysciences, EM grade) and 0.1% v/v
glutaraldehyde (GA; CliniSciences) in PBS pH7.4. Perfused animals were kept on ice for
30 min, followed by the dissection of the brain and SC in PBS. Tissue was post-fixed in 4%
w/v PFA in PBS ON at 4°C, rinsed in PBS, and kept in PBS containing 30% w/v sucrose ON
at 4°C.

The SCs were cut into smaller segments of thoracic and lumbar regions and either
used for the spinal cord clearing protocol or embedded in Neg-50 medium (6502G, Thermo
Scientific, MA, USA) before being frozen and stored at -80°C. A cryostat (CM3050S, Leica,
Wetzlar, Germany) with a chamber temperature of -23°C was used to cut sections of 4 pm
nominal thickness. Sections were mounted in PBS on SuperFrost Plus slides (J1800AMNZ,
Thermo Scientific, MA, USA), using a glass coverslip (type #1.5, 0.17 um thickness, cat. No.
6310134, VWR, PA, USA) and sealed with silicone polymer (picodent twinsil speed 22). The
slides were directly used for PALM imaging.

Spinal cord clearing
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Spinal cord tissue-clearing was performed following the recently published ultimate
DISCO (uDISCO) method (Pan et al., 2016) as it combines good clearing capability with the
preservation of mEos4b fluorescent signals.

Primary spinal cord neurons

Mixed SC neurons were prepared from the different mouse lines at the embryonic day
12-13. Experiments were approved by the local veterinary authority (Veterinaramt der Stadt
Wirzburg, Germany) and the Ethics Committee of Animal Experiments, i.e. Regierung von
Unterfranken, Wirzburg, Germany (license no.:55.2.2-2532.2-949-31). Neuronal cultures
were prepared as decribed previously (Fischhaber et al., 2021). Genotyping was performed
for each individual embryo individually as described above. Staining was done after 16-18
days in vitro (DIV16-18).

Immunocytochemical stainings

Stainings of spinal cord neurons - Cells and cultured neurons on glass coverslips were
fixed with 4% PFA/ 4% sucrose in PBS pH7.4 for 20 min at RT. Afterwards, cells were
blocked and permeabilized with 5% NGS/0.2% Triton X-100 in PBS for 30 min. Primary
antibodies against GFP (SC8224, RRID:AB_2276004, 1:500, Santa Cruz, California, U.S.),
gephyrin (147011, RRID:AB_887719, 1:500, Synaptic Systems, Goéttingen, Germany),
GlyRa1 (146111 or 146118, RRID:AB_887723 or RRID:AB_2832240, 1:500, Synaptic
Systems, Gottingen, Germany), pan-a-GlyR (146011, RRID:AB_887721, 1:250, Synaptic
Systems, Gottingen, Germany) and anti-mEos-488 (N3102-At488, 1:200, Nanotag,
Gottingen, Germany) in blocking solution were incubated for 1 h, followed by incubation with
the secondary antibodies goat-anti-rabbit-Alexa-488 (111-546-003, RRID:AB_2338053,
Dianova, Hamburg, Germany), goat-anti-mouse-Cy3 (115-165-003, RRID:AB_2338680,
Dianova, Hamburg, Germany), goat-anti-rabbit-Cy3 (111-165-003, RRID:AB_2338000,
Dianova, Hamburg, Germany), goat-anti-mouse-Cy5 (115-175-146, Dianova, Hamburg,
Germany) or goat-anti-rabbit-Cy5 (111-175-006, Dianova, Hamburg, Germany) diluted 1:500
blocking solution for 1 h in the dark. Cell nuclei were stained with DAPI in PBS for 5 min, and
cells were mounted on glass slides in Mowiol.

Immunostaining of spinal cord tissue slices used for Photoactivated Localization
Microscopy (PALM) - The slices were placed on SuperFrost Plus glass slides (see above),
permeabilized and blocked in PBS containing 4% w/v BSA (A7030, Sigma) and 0.25% v/v
Triton X-100 for 1h at RT. Primary anti-gephyrin antibody (mAb7a, 147011,
RRID:AB_887719, Synaptic Systems, Goéttingen, Germany) was applied at a dilution of 1:500
in blocking solution (PBS with 1% BSA and 0.06% Triton X-100) for 2.5 h at RT. After three
washes for 5 min in PBS the secondary antibody goat-anti-mouse-IgG-Alexa-647 (A21236,
Invitrogen) was applied at a 1:1000 dilution in blocking solution for 90 min in the dark at RT.
Sections were mounted in PBS with a glass coverslip and sealed with picodent twinsil.
Acquisition parameters of conventional fluorescence images (Zeiss ELYRA PS.1 setup): 10
image frames of 50 ms exposure were taken at 488 nm with 0.2% laser intensity (nominal
laser power: 300 mW) and a camera gain of 300 to record the unconverted (green) mEos4b-
GlyRp fluorescence. Gephyrin immunofluorescence was detected in the far red channel, by
taking 10 images of 100 ms with the 642 nm laser (nominal laser power: 150 mW) at 5%
output and a camera gain of 200. The stacks of images were averaged, resulting in a single
image for each fluorescence channel.
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Western blot

SC, BS and cortex of deeply anaesthesized 2-4 weeks old Glral**/Glrbeos’®°s and
GlralspdovspdoyGlrpeosieos gnimals of both sexes were extracted and frozen at -80°C. Lysates
were prepared using a glass-homogenizer in 1 ml homogenisation buffer (in mM: 20 HEPES,
100 potassium acetate, 40 KCI, 5 EGTA, 5 MgCl;, 5 DTT, 1% Triton X-100, 1 PMSF (freshly
added), protease inhibitors (Roche, Mannheim, Germany)). After a 15 min centrifugation at
10,000 x g at 4°C, the supernatant containing the protein samples was transferred and 20 pg
of protein was used for Western blotting.

For SDS-PAGE, 11% polyacrylamide gels were freshly prepared, followed by Western
blot on nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Membranes were
blocked for 1 h with 5% BSA in TBS-T (TBS with 1% Tween 20). Primary antibodies against
different glycine receptor subunits were GlyRa1 (AB5052, RRID:AB_91659, 1:1,000, Merck,
Darmstadt, Germany), GlyRa2 (NBP3-03685, 1:1,000, Novus Biologicals, Wiesbaden,
Germany) and pan-a-GlyR (146008, 1:1,000, Synaptic Systems, Goéttingen, Germany). Anti-
GAPDH (CB1001, 1:1,000, Merck, Darmstadt, Germany) served as loading control.
Following a 1 h incubation with a horseradish peroxidase-coupled secondary antibody
(Dianova, Hamburg, Germany, 111-036-003, RRID:AB_2337942 and 115-035-146,
RRID:AB 2307392, 1:15,000) at RT, immunoreactivity was detected through
chemiluminescence using clarity™ Western ECL substrate (Clarity Western Peroxide
Reagent, BioRad 170-5061, California, U.S.). Data analysis was performed using Fiji
software (Schindelin et al., 2012).

Electrophysiological recordings

Patch-clamp whole-cell recordings at RT were performed using recording pipettes
pulled from borosilicate capillaries with open resistances of 3.5-5.5 MQ and filled with internal
buffer (in mM: 140 CsCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 6 D-glucose; pH 7.2, adjusted with CsOH).
Current amplitudes and dose-response curves (ECso values) were measured by application
of glycine in a concentration series of 10-600 uM in external buffer (in mM: 130 NaCl, 3 KClI,
1.5 CaCl,, 2 MgCl;, 10 HEPES, 6 D-glucose, 10 TEA-CI; pH 7.35, adjusted with NaOH).
Glycine solutions were applied by the Octaflow Il system (ALA Scientific Instruments,
Farmingdale, NY, U.S.). To ensure that heteromeric GlyRs were expressed by the neurons,
100 puM glycine was applied in external buffer supplemented with 50 uM picrotoxinin (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Germany) at the end of the recordings. When current amplitudes were
blocked with picrotoxinin by more than 50% compared to 100 uM glycine application alone,
cells were excluded from analysis since homomeric GlyRs show a higher sensitivity to
picrotoxinin (Pribilla et al., 1992). Current responses were amplified with an EPC-10 amplifier
(HEKA Elektronik, Lambrecht, Germany) and measured at a holding potential of -60 mV
using Patchmaster Next software (HEKA Elektronik, Lambrecht, Germany).

Fluorescence imaging, image processing and analysis

Images of immunocytochemical stainings in cultures were captured using an confocal
Olympus Fluoview ix1000 microscope (Olympus, Hamburg, Germany) with an UPLSAPO
60x oil objective (N.A. 1.35), the software Fluoview FV 1000 and diode lasers of 405 nm,
495 nm, 560 nm and 647 nm. Immunohistochemical stainings in tissue were captured by a
wide-field Zeiss Axio Imager 2 microscope (Zeiss, Jena, Germany) with an 20x air objective
(N.A. 0.8), the ZEN software 2.6 and light sources of 385 nm, 469 nm, 555 nm and 630 nm.
All images were captured in 1024x1024 pixels and 16 bit.

We used the Fiji software for image processing and analysis. Puncta per 100 pm
dendrite length were analysed via the plugins NeuronJ and SynapcountJ. With NeuronJ
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dendrites were traced in the gephyrin channel. Puncta were count with SynapcountJ for
every individual channel and all combinations of colocalization of two channels by using the
dendrite mask from NeuronJ and a diameter of 10 pixels for dendrite thickness. Thresholds
were 132 for single channels and 60-120 for GlyRB-gephyrin, 60-132 for GlyRB-GlyRa and
60-132 for gephyrin-GlyRa. Extrasynaptic puncta were calculated by subtracting the puncta
which colocalize with gephyrin from the whole amount of protein puncta.

3D - Microscopy and Image processing

Photoconversion and confocal image acquisition. Photoconversion was performed prior
to imaging with a laser scanning confocal microscope (TCS-SP8 Leica, Wetzlar, Germany),
operated by LAS X (3.1.5.16308) software, equipped with a HC PL0-95 FLUOTAR 10x/0.30
DRY objective using a 405 nm laser at 0.2% intensity. The photoconversion was performed
at 400 Hz, zoom 0.95, in a region of 1.22 x 1.22 x 0.23 mm (voxel dimensions 2.40 x 2.40 x
0.13 pm).

Subsequently, imaging was performed by exciting mEos4b-GlyRpB at 561 nm and
detecting the fluorescence emission by a Hybrid detector in the range from 570 to 630 nm.
Images were collected at 400 Hz, zoom 0.95, region of 1.22 x 1.22 x 0.83 mm (voxel
dimensions 0.38 x 0.38 x 3.00 um).

Image processing. The raw image was deconvolved using the Deconvolution Wizard
from Huygens Professional 22.10 (Scientific Volume Imaging, B. V., Hilversum, Netherlands).
Briefly, the SNR was automatically set to 1.5 and the estimated background was
automatically set to 0 using a radius of 1 um. Using an acuity of 150, 16 iterations were
needed to meet the quality criterion of 0.01.

Next, the image was segmented using Imaris 10.0.0 (Bitplane AG, Abington, U.K.) to
remove objects outside the main spinal cord. The surface tool was applied with a smoothing
radius of 10 um and objects smaller than 1.1e7 voxel were removed.

Photoactivated Localization Microscopy (PALM)

Single molecule based super-resolution imaging (photoactivated localization
microscopy, PALM) was carried with an ELYRA PS.1 (Zeiss, Jena, Germany) microscope
setup. Samples were placed on the motorized XY scanning stage of the Axio Observer.Z1
SR inverted microscope, and imaged with a Plan-Apochromat 100x oil-immersion objective
(N.A. 1.46) with an additional 1.6% lens in the emission path, using an Andor iXon 897 back-
thinned EMCCD camera (16 bit, 512x512 pixels, 16 pm pixel size, QE 90%), resulting in a
final image pixel size of 100 nm. For wide-field imaging in the green channel, we used a
488 nm excitation laser (300 mW) and a BP 495-575 + LP 750 emission filter. PALM imaging
in the red channel was done with a 405 nm laser (50 mW) for photoconversion and a 561 nm
laser (200 mW) for excitation; the emitted light was filtered with a BP 570-650 + LP 750 filter.
Images were acquired with Zen software (Zeiss, Zen 2012 SP5 FP3 black, 64 bit).

PALM acquisition parameters: First we identified glycinergic synapses in the gray
matter of the spinal cord slices with the 488 nm laser at low intensity. Reference images of
the unconverted (green) mEos4b-GlyRp fluorescence were taken with an exposure time of
100 ms (25 frames, image size 256x256 pixels) and averaged. PALM movies of
20000 frames were then recorded with constant 561 nm laser illumination (output power
80%, 50 ms streamed acquisition, EMCCD gain 300). Photoconversion of mEos4b-GlyR[
was done by continuous 405 nm laser illumination (gradually increased from 0.01% to 5%
intensity by frame 20,000).
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PALM image analysis

The PALM movies were analyzed with Zen PALM software using the following
parameters: a mask size of 9 pixels for peak detection, an intensity threshold of 6 (signal to
noise ratio), and with exclusion of overlapping molecules. The images were drift corrected by
temporal correlation of the detection coordinates, and rendered super-resolution images
were generated by representing each detection with a two-dimensional Gaussian distribution
with a width o corresponding to 0.8x the localization precision of each detection and a pixel
size of 10nm. We used the spot detector plugin from Icy software
(https://icy.bioimageanalysis.org, v. 2.4.3.0, Institut Pasteur, parameters: scale 3 and scale 4,
sensitivity 100, size filtering 100-1000 px) to detect dense clusters of mEos4b-GlyR in the
rendered images, likely representing glycinergic synapses. The output data consist in a table
of ROIs with the numbers of spots detected and the mean area of the ROIs in each image.

Experimental design and statistical analysis

All experiments were performed with at least three different male or female animals per
genotype. The numbers of experiments/animals and dendrites for synaptic density analysis
are displayed in Tables 1-3. We used Graph Pad Prism for statistical analysis. Data are
represented as mean + S.E.M. (standard error of the mean). Outliers were identified by
ROUT (Q=1%) and removed. Normality of the data was reviewed by Shapiro-Wilk normality
test (a=0.05). Statistical significance was calculated using an unpaired two-tailed Mann-
Whitney test, a Kruskal-Wallis test, an one-way ANOVA with Dunnets multiple comparison
test, or an unpaired t-test depending on the data set. All p-values are given in the results part
and Tables 1-3. The 0-hypothesis was rejected at a level of p<0.05.
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Results

GlyRB protein is widely expressed throughout the brain and colocalizes with
GlyRa1

GlyRp is responsible for the synaptic localization of the inhibitory GlyR complexes via
interaction with the scaffold protein gephyrin (Kneussel and Betz, 2000). While GlyRa1
protein expression is well documented in different BS nuclei, e.g. cochlear nucleus, spinal
nucleus of the trigeminal nerve, and hypoclossal nucleus (Wenthold et al., 1988), GlyRf
expression has been mainly shown at the mRNA level (Malosio et al., 1991). Recently, a
GIrb®*s mouse line carrying a GlyRB allele with an N-terminal mEos4b fluorophore tag
(GlrbtmiEosdies - MGI:6331065) was generated allowing the detection of GIlyRB protein
expression (Maynard et al., 2021). Following large-scale screening of the whole mouse brain
via vibratome-sectios of 180 um thickness, regions with high GlyR expression were cut in
9 um thin cryo-sections and stained by immunohistochemistry, followed by imaging of the
GlyRB and GlyRa1 immunoreactivity (Figures 1, 2).

As expected, highest expression levels were observed in SC and BS. GlyRa1 was
detected in Glrb** and Glrb®s®*s SC via a commercial GlyRa1-specific antibody (mAb2b).
The mEos4b-GlyRp signal was only seen in SC sections of Glrb®°s®°s mice (Figure 1A-B). A
highly abundant mEos4b signal in the dorsal as well as in the ventral horn of the spinal cord
was also observed after spinal cord clearing, imaging, and 3D reconstruction (Figure 1C-Cy).
GlyRB was also highly expressed and colocalized with GlyRa1-positive BS nuclei such as
the hypoglossal nucleus (Figure 1D, zoomed detail in Figure D,).

GlyRB has recently been associated with fear and panic disorders (Deckert et al.,
2017; Lueken et al.,, 2017). Accordingly, we found high GlyR[p protein expression in the
midbrain, e.g. in the periaqueductal gray (PAG) area, which plays a central role in fear and
anxiety circuits (Tovote et al., 2016; Signoret-Genest et al., 2023). GlyRa1 signals in the
PAG were weak, but colocalized with GlyRB in Glrbes®s mice (Figure 2A, A:). Additionally,
GlyRB has been detected in parts of the forebrain that were identified as integrating areas
and relay nodes in anxiety networks (Kirouac, 2021), e.g. thalamus (TH) and hypothalamus
(HY) (Figure 2B, Bi, B). Within the thalamic nuclei, there were differences in GIlyRf
expression. The parafascicular nucleus of the intralaminar part of the TH showed strong
GlyRB expression highly colocalised with GlyRa1 (Figure 2B.1). In contrast, GlyRf was not
identified in the lateral geniculate complex and lateral posterior nucleus of the TH. The HY
showed a more constant signal for GlyRp and GlyRa1, as exemplified for the zona incerta
(Figure 2By).

For the hippocampal formation (HC), there was only a uniform and weak GIyR[ signal,
with only few cells stained for GlyRa1 in the CA3 region but not the CA1 region or the
dentate gyrus (Figure 2Bs). Therefore, it appears that GlyR expression the hippocampus is
very low and limited to few cells.

In summary, a broad protein expression of GlyRp in many regions of the central
nervous system have been observed, that in most cases colocalized with GlyRa1. The
strongest signals for both GlyR subunits were found in the SC and BS, which are known to
express the highest levels of GlyRs in the CNS (Wenthold et al., 1988).

GlyRB expression in gephyrin clusters is unchanged in oscillator mice

The main cause of startle disease in humans are mutations in GLRA1. Different
spontaneous mutations of Glral in mice have been discovered leading to a similar pathology.
To unravel the fate of the GlyR subunit and a possible role in the pathophysiology of startle
disease, we crossed Glrbe®se°s animals (with normal GlyRa1 expression) with Glral mutant
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mouse strains. First, a hybrid oscillator mouse line was generated that allowed the specific
detection of mEos4b-GlyRB in the absence of GlyRa1 expression (Figure 3A). Oscillator
represents a Glral null mutation due to a frameshift deletion in exon 8 resulting in an early
STOP codon (Buckwalter et al., 1994; Kling et al., 1997). Crossing mice heterozygous for the
oscillator allele and homozygous for Glrb®** mice resulted in wildtype, heterozygous, and
homozygous oscillator animals positive for GIrb®®. Homozygous oscillator animals showed
severe startle disease. First symptoms developed around day 14 after birth followed by
significant weight loss from day 16 on compared to Glral** and Glral*/sP%! |ittermates (Figure
3B, at day 16: Glral** vs. Glralsrdctspdot *x+n=0 0004 and Glral*'sPdt ys, Glralspdovspdot
**p=0.0052). Loss of body weight is a typical sign of homozygous animals which display
difficulties with milk sucking and swallowing due to impaired muscle contraction required for
these processes. The onset of startle disease symptoms is characterized by tremor, muscle
spasms, twitchy tail, stiffness, and poor motor control compared to age-matched littermates.
At days 18/19 Glralsrio'spdot mice had to be sacrificed and tissues were used for
immunohistochemical experiments (see Figure 5). To determine GlyR localization, mixed
SC cultures (N=3) of Glral**/Glrbeos’ees and Glral1sPdovspdoyGlrpeoseos neurons were stained for
GlyRB, GlyRa, and gephyrin. A variance analysis for the observed numbers of punta per
100 um dendrite for the investigated proteins between different cultures did not reveal any
significant changes (p=0.3239; data not shown), hence the puncta data have not been
normalized. Since homozygous oscillator animals (GlralsrdcUspdol/Glrpeosieos) do not express
GlyRa1, a pan-a antibody (mAb4A) was used to stain for all GlyR a-subunits (Figure 3C).
The density (puncta per 100 um dendrite length) was calculated for the individual proteins
(GlyRB, GlyRa, and gephyrin, Figure 3D-F) as well as colocalization of GlyRB with GlyRa
(Figure 3G) and GIlyRp or GlyRa in gephyrin positive clusters (Figure 3H, I). While the puncta
for GIlyRB were significantly reduced in Glralsrdouspdoy/Girpeosieos neyrons (*p=0.0275)
consistent with previous findings (Maynard et al., 2021), GlyRa showed a significantly
increased puncta density in  GlralspdoUspdoyGlrpeos’eos neyrons compared to wildtype
(**p=0.0060). The overall number of gephyrin puncta was not significantly different between
the different genotypes (p=0.4663). Interestingly, the colocalisation of GlyRB with gephyrin
that represents synaptic but may also include a minor portion of extrasynaptic GlyRp-positive
populations showed no difference between Glral**Glrbeos°s and Glralsrdctspdot/G|rpeosieos
neurons (p=0.1976). The same was the case for the colocalization of GlyRa with gephyrin
(p=0.7803). The colocalisation of GlyRB and GlyRa in Glra1spdovspdoyGjrpeoseos which refers to
heteromeric GlyRs was increased in the same amount as GlyRa alone (**p=0.0072, Figure
3G, Table 1). Moreover, we focused on extrasynaptic GlyRp and GlyRa outside of gephyrin
signals. Here, we revealed no changes for GlyR[ (p=0.5913) but again a significant increase
(***p=0.0009) for GlyRa outside of gephyrin puncta (Figure 3J, K). These findings point to a
possible compensation of GlyRa expression in GlralsPdetspdotGrheoseos mice, Compensatory
mechanisms have been shown previously for the startle disease model shaky (Schaefer et
al., 2017). Instead, the likely mechanism underlying the enhanced GlyRa expression in
oscillator mice lacking GlyRa1 could be an increase in GlyRa2 and/or GlyRa3.

To investigate if GlyRa2 or GlyRa3 overexpression indeed drives a structural
compensation in oscillator mice, we analysed the expression levels of the different GlyRa
subunits via Western blots in tissue samples of Glral**Glrbeos®°s (wildtype control) and
Glra1srdotspdoyGlrpeosieos gnimals (Figure 4, Table 2). Our data confirm the loss of GlyRa1 in
Glra1srdotspdoyGlrpeosieos mice. As shown in Figure 4A, GlyRa1 expression is absent in SC,
BS, as well as cortex (CX) of homozygous oscillator mice (SC: ****p<0.0001, BS:
****p<0.0001). In wildtype, expression levels of GlyRa1 are high in SC and BS and below
detection limits in CX, in line with previous mRNA data (Malosio et al., 1991). The overall
protein expression of all GlyRa subunits was markedly higher in homozygous oscillator
animals compared to control (Figure 4B). The pan-GlyRa signals were significantly increased
in the SC of Glra1srdetspdo/G|rpeosieos mice (**p=0.0042). A similar trend was observed in BS
and CX nearing significance (BS: p=0.0646, CX: p=0.0957) confirming the increase in GlyRa
labelling in SC cultures (Figure 3). Among the GlyRa subunits, a significant increase in
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GlyRa2 expression in SC and BS of GlralsrdovspdoyGjrpeoseos mice (SC: *p=0.0166, BS:
*p=0.0157) and a strong positive trend in CX (n.s. p=0.0569; Figure 4C) were also detected.
The significant increase of GlyRa2 was also confirmed comparing the GlyRa2 puncta along
dendrites of spinal cord neurons from Glral**/GlIrbeos’e°s and Glra1spPdeispdoy/G|rpeos/eos mice
(*p=0.02) which reflect most likely extrasynaptic GlyRa2 (****p<0.0001) while GlyRa2
expression in gephyrin positive clusters was unaffected (p=0.7924; Figure 4D-G, Table 3).
These findings indicate that GlyRa2 (possibly alongside GlyRa3) is the GlyRa subunit
partially responsible for compensatory mechanisms in startle disease.

Persistent GlyRa2 expression in oscillator mice does not prevent lethality

Based on the results described above we conducted a more detailed analysis of GlyR
subunit expression. SC cryo-sections of 9 um thickness were immunolabelled for GlyR[,
GlyRa1, and GlyRa2 (Figure 5). Glralsrdctspdoy/Glrpeosieos SC did not express GlyRa1 (Figure
5A), while GlyRa2 was expressed in SC (Figure 5B). Interestingly, although GlyRa2 is
expressed and should thus be able to form functional ion channels (Pribilla et al., 1992),
whole cell recordings from neurons of mixed spinal cord Glralsrdetspdot/Gjrpeosieos cyltures
revealed almost no function following application of high glycine concentrations (300 pM,
***%n<0.0001). The lack of functional channels was also seen in dose-response recordings in
the oscillator mutant compared to neurons from wildtype animals (Figure 5C, D). Although
recordings from mixed spinal cord neuronal cultures did not allow to discriminate between
the origin of neurons either dorsal or ventral SC, the observed upregulation of GlyRa/a2
(Figures 3E, 4C-E) was insufficient to rescue the phenotype and severity of the disease since
homozygous oscillator animals die at around three weeks of age.

Localization of GIyRB in shaky mice with a functional Glral missense mutation

The above experiments suggest that GlyR[3 expression is unaffected in startle disease
caused by the absence of GlyRa1 protein expression. We therefore went on to investigate
the GIlyRB expression pattern in another startle disease model, shaky. The missense
mutation C613A in exon 6 of Glral in the shaky mutant leads to a Q177K exchange in the
mature protein but does not cause a lack in GlyRa1 protein expression in vivo (Schaefer et
al., 2017). To investigate the role of GlyRp co-assembly with mutant GlyRa1, we crossed the
GlIrb®°s mouse line with Glrals"™ animals (Figure 6A). The presence of the tagged GlyRp
subunit did not change onset of symptoms on day 16 or the significant weight loss of
homozygous shaky animals compared to wildtype and heterozygous mice from day 19 on
(Figure 6B; day 19: Glral™ vs. Glralssh **p=0.0093 and Glral*s" vs. Glralshv/shy
**p=0.0042). GlyRB density in mixed SC cultures of Glral**Glrbe®s’®°s compared to
Glra1s™s/Glrbeos’es neurons showed a significant decrease in Glrals"s"/Glrbeos%s neurons
for synaptic (****p<0.0001; Figure 6C-D) as well as extrasynaptic puncta (*p=0.0263; Figure
6J) while the density of synaptic and extrasynaptic GlyRa1 was significantly increased in
shaky mice (*p=0.0341 for synaptic and ****p<0.0001 for extrasynaptic, respectively; Figure
6C, E, K). The number of inhibitory synaptic puncta was strongly decreased in
Glralssh/Glrhees®s neurons as judged by gephyrin immunoreactivity (****p<0.0001, Figure
6F), concomitant to the decrease in GIyRp density. While the number of GlyRp in GlyRa1
positive clusters was also slightly decreased (*p=0.0386; Figure 6G, Table 4), GlyRp and
GlyRa1 puncta calculated as the colocalisation of the two proteins with gephyrin positive
clusters were significantly reduced (GlyRB-gephyrin: ****p<0.0001; GlyRa1-gephyrin:
***n=0.0002; Figure 6H, I). This shows that overexpression of mutant GlyRa1 in shaky mice
is not capable of compensating the effects of the mutation while the amount of proper
heteromeric GlyR formation at gephyrin positive sites, most likely mainly synaptic sites, is
disturbed. Mutant GlyRa1 may instead form extra- and/or presynaptic homomers less
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involved in synaptic neurotransmission. Interestingly, colocalization with the presynaptic
marker VGAT revealed less total GlyRa in VGAT positive puncta in spinal cord neurons from
shaky animals (*p=0.0494). In contrast, colocalization of GlyRa with VGAT was unchanged
between oscillator and wildtype spinal cord neurons (p=0.2942; Figure 7A-C, Table 5).
Hence, enhanced extrasynaptic GlyRa localization does most likely play a more pronounced
role underlying the startle phenotype than increased presynaptic homomers. Taken together,
these data suggest that GIyRB subunits form heteromeric receptor complexes with
functionally deficient mutant GlyRal subunits in the shaky mutant. Trafficking of these
complexes to synapses may hinder alternative compensatory mechanisms, e.g., an
upregulation of functionally active inhibitory GABAAa receptors.

Oscillator but not shaky mice exhibit smaller glycinergic synapses

We carried out super-resolution imaging experiments to further characterize the organization
of glycinergic SC synapses in oscillator and shaky mutant animals. SC tissue was cut into
10 um thin slices using a cryostat, immunolabelled, and subjected to PALM. Conventional
fluorescence microscopy showed that mEos4b-GlyRp fluorescence (green) co-localized
extensively with gephyrin immunoreactivity (mAb7a, red; Figure 8A). This confirms earlier
results according to which the GIyRp subunit is preferentially targeted to inhibitory SC
synapses as a result of its direct gephyrin binding (Maynard et al., 2021)

For the PALM experiments, we made use of the photophysical properties of the mEos4b
fluorophore that is converted from a green to a red fluorescent form upon UV illumination
(405 nm). PALM super-resolution images were reconstructed by rendering the single
molecule detections with a Gaussian intensity profile corresponding with the localization
precision of the coordinates (Figure 8B). The rendered images where then analysed using
the spot detector plugin in Icy to calculate the 2D area of the synapses. Given the stereotypic
clustering of GlyRs at inhibitory SC synapses (Maynard et al., 2021) there is a close
correspondence between synapse size and receptor numbers. In other words, synapse size
is a useful readout for the quantification of GlyR clustering at glycinergic synapses.

According to our results, the size of glycinergic synapses was significantly reduced in
Glra15P%Usral gnimals compared to wildtype controls (****p<0.0001, Figure 8C), suggesting
that the lack in full-length GlyRa1 subunits and the concomitant reduction in GlyR complexes
causes a shrinkage of the synapse with likely functional consequences (Figure 8B, B1). In
contrast, synapse sizes in the shaky mutants was indistinguishable from wildtype littermates
(p=0.3693, Figure 8C). This indicates that the full-length GlyRa1 shaky mutant assembles
with mEos4b-GlyRp to form heteropentameric receptor complexes that are targeted to
functionally deficient synapses (Schaefer et al., 2017). The oscillator and shaky mutations
thus lead to very different structural and functional consequences, respectively.

Discussion

In this paper, the GIrb®®* mouse line (Maynard et al., 2021) was used to investigate the
synaptic role of unaffected GIyRp in severe startle disease caused by GlyRa1 mutations.
GLRAL1 encoding GlyRa1 is the most commonly affected gene underlying startle disease in
humans. Dominant mutant GlyRs are generally expressed at normal levels, but show altered
receptor function. In contrast, recessive mutants often display disturbed protein biogenesis
(Bode and Lynch, 2014; Schaefer et al., 2022) pointing to alternative pathophysiological
mechanisms. Recent in vitro studies included the GlyRp subunit in functional assays to better
understand a possible contribution of this subunit to inhibitory signal transduction processes.
Although the structural role of GlyRf was not analyzed, these studies identified increased
maximal currents, accelerating decay rates but also slower decay of glycinergic currents
(Chung et al., 2010; Zhang et al., 2015; Wang et al., 2018). Functional recordings in neurons
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from mouse models of startle disease with unaffected GlyRp but a mutation in GlyRa1
showed reduced mIPSC amplitudes and frequencies but opposite effects on decay times of
mIPSCs depending on the mouse model used (oscillator or spasmodic) (Graham et al.,
2006).

The role of non-mutated GIlyR in the presence of GlyRa1 startle disease variants for
receptor localization at synapses in vivo is only partially understood. GlyRa1 and GlyRp form
the adult heteromeric synaptic receptor complex together with gephyrin as scaffold protein
(Betz, 1991; Specht et al., 2011; Xiong et al., 2014; Patrizio et al., 2017). Investigations of
the GIyRB subunit at the protein level were mainly indirect, using gephyrin labeling to mark
postsynaptic sites. The Glrb®** mouse model makes it possible to label GlyR[ at protein level
directly and investigate GlyR[p localization in the whole mouse brain and SC. Similar to
earlier reports (Weltzien et al., 2012; Maynard et al.,, 2021), we detected the highest
expression level of GlyRB in SC where it is widely distributed throughout the dorsal and
ventral horn, and in the BS, especially in the hypoglossal nucleus (cranial nerve XII).
Furthermore, we have also observed GIlyRf3 expression in higher brain areas e.g. even in
areas with low levels or lack of GlyRa1, the major synaptic partner of GlyRp in the adult
central nervous system. GlyRp is highly expressed in the forebrain in line with the reported
expression of the Glrb transcript in this area (Fujita et al., 1991; Malosio et al., 1991), e.g. in
the thalamus and more specifically in the parafascicular nucleus of the intralaminar part and
in the hypothalamus. Thalamus and hypothalamus were also positive for GlyRa1 arguing for
synaptic heteromeric GlyR complexes in these brain areas. Presence of GlyRs in thalamus
and hypothalamus by immunohistological stainings using antibodies against GlyRa1/a2 has
been shown previously (Rampon et al., 1996). Moreover, a specific functional contribution of
GlyRs to fast inhibitory neurotransmission was identified in thalamic brain slice recordings in
the presence of strychnine (Ghavanini et al., 2005). In the midbrain, we found GlyR[ protein
expression in the PAG which displays a central role in fear and anxiety circuits (Tovote et al.,
2016; Signoret-Genest et al., 2023). This is in line with a recent association of GIyRf with
fear and panic disorders (Deckert et al., 2017; Lueken et al., 2017). In contrast to GIyRj,
GlyRa1 was only sparsely found in the PAG, arguing that the glycinergic contribution in fear
and anxiety circuits occurs predominantly through other GlyRa subunits such as GlyRa2
serving as partner for GIyRp in the PAG. Changes in GlyRB expression level have been
proposed to underlie an association of GlyRf3 with fear. However no anxiety-like behavior has
been reported in spastic mice harboring <10% of full-length GlyRB (Kingsmore et al., 1994).
In contrast, altered anxiety-related behavior characterized by massively increased startle
reactivity was identified in spasmodic mice that carry a Glral missense mutation A52S
leading to functional changes in glycine affinity but no alteration in GlyRB expression
(Schaefer et al., 2020). Hence, changes in expression level alone are unable to explain
changes in behavioral patterns under disease conditions. At the synaptic level, adaptations
and modulation of structural receptor organization, receptor mobility, and changes in
localization between synaptic and extrasynaptic sites (Specht et al., 2013) may provide
mechanistic insights into the regulatory role of GlyRp, including ways to trigger compensatory
mechanisms in startle disease.

To investigate the impact of GlyRp in startle disease due to distinct Glral mutations,
GlIrb®°s animals were crossed with heterozygpous oscillator and shaky mice. Glrb®s had no
impact on the lethality of the homozygous carrier of the oscillator and shaky alleles which
died at the reported time points (oscillator 3 weeks; shaky 4-6 weeks, (Buckwalter et al.,
1994; Schaefer et al., 2017; Schaefer et al., 2018). Oscillator mice lack GlyRa1 while shaky
animals express mutated GlyRa1 with insufficient function. The observed lower density of
GlyRpB in oscillator animals was therefore expected. However, we also identified a significant
increase of total GlyRa level, most likely driven by the GlyRa2 subunit. Both, a2 and a3
subunits are expressed in the SC (Harvey et al., 2004). In other words, trafficking of GlyRa2f3
protein assemblies from the endoplasmic reticulum (ER) together with gephyrin along
microtubules, membrane insertion points and clustering at postsynaptic sites (Maas et al.,
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2006; Kneussel and Loebrich, 2007) appears to be unaffected in oscillator mice. GlyRa2 has
its highest expression at embryonic stages in rodents and is downregulated after birth in the
SC (Liu and Wong-Riley, 2013) while in other forbrain areas GlyRa2 persists as the dominant
a subunit (Jonsson et al., 2012). The developmental switch from GlyRa2 to GlyRa1
expression in the SC in vivo has been suggested to accompany the onset of startle disease
symptoms (Schaefer et al.,, 2022). The observed upregulation of GlyRa2 may therefore
constitute a compensatory attempt by localising GlyRa23 at synaptic sites similar to the
persistance of GlyRa2B complexes in areas of the forebrain. Although functionality of
GlyRa2B has been demonstrated in transfected HEK-293 cells (Pribilla et al., 1992) and
forebrain (Kilb et al., 2008), whole cell recordings from hypoglossal neurons of homozygous
ocsillator mice displayed only residual glycinergic currents with dramatically reduced
amplitudes and frequencies (Graham et al.,, 2006). In line with these data, whole cell
recordings from SC motoneurons of homozygous oscillator mice in this study also revealed
only small residual glycinergic currents.

The observed smaller synapses by SMLM in homozygous oscillator animals may thus
be the result of less GlyRB and gephyrin and hence non-sustained structural synapses.
Interestingly, smaller synapses specifically in the ventral horn have also been characterized
in heterozygous oscillator animals (Maynard et al., 2021) suggesting that ~50% of GlyRa1
has a similar deleterious effect for glycinergic synapse structural integrity in vivo. According
to our results, the upregulated GlyRa2 might preferentially form homomeric receptors or,
together with GIyR[, heteromeric extrasynaptic receptors unable to compensate for the lack
of the fast synaptic kinetics of GlyRa1 at spinal cord synapses, and thus inevitably result in
lethality. Inconsistent with a synaptic function of GlyRo2 is the slow activation kinetics
(Mangin et al., 2003) and longer durations (Krashia et al., 2011) than other GlyR subtypes.

In shaky, the mutated GlyRa1 is upregulated in homozygous animals. This argues that
the mutation does not severely affect folding, as unfolded or incorrectly-folded protein
assemblies are usually subjected to ER-associated proteasomal degradation pathways
(Valkova et al., 2011). Our data strongly suggest that the mutant GlyR complexes are instead
transported together with GIyRB and gephyrin to synaptic sites. Synaptic integration is
supported by cluster density analysis showing less GlyRB and gephyrin clusters in general
and consequently lower localization of both GlyRpB and mutated GlyRa1 in gephyrin positive
clusters in cultured neurons. Moreover, the upregulated GlyRa1 might also result in larger
numbers of homomeric and functionally impaired GlyRa1 complexes at extrasynaptic sites.
Despite the reduced total number of GlyRa1f clusters in culture, however, we did not see
any obvious changes in synapse size in native spinal cord tissue from homozygous shaky
mice.

In addition, upregulation of mutant GlyRa1 may also impact presynaptically localized
GlyRs, which result in slightly depolarizing glycine currents regulating the release of glycine
from presynaptic terminals (Xiong et al., 2014). A consequence of severely impaired
homomeric presynaptic GlyRa1 in shaky animals is less glycine release from presynapses
which impacts the startle disease pathology in this mutant.

The role of unaffected GlyRp can be interpreted in two directions. On the one hand, the
presence of mutant GlyRp-containing receptor complexes at synapses could be detrimental
in that it prevents the efficacy of compensation by other GlyRa subunits allowing synaptic
localizations of functional GlyRs. On the other hand, they could also play a beneficial role,
since mutated may help to preserve the structural integrity of the synapses, notably the
postsynaptic gephyrin scaffold. Consequently, gephyrin clusters would be kept in place that
could then trap other receptors or adaptor proteins. In contrast, the loss of inhibitory
synapses in the oscillator mutant makes functional compensation less likely. Nonetheless, in
the models of severe starte disease studied here, neither mechanism can efficiently
overcome lethality.
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Figure Legends

Figure 1 GlyRB is highly expressed in spinal cord and brainstem

Immunohistochemical stainings of Glrb** (A) and Glrbe°s°s (B) spinal cord sections for
mEos4b-GlyRf (green) and GlyRa1 (magenta). (C) mEos4b-GlyRB (green) signal in spinal
cord tissue of GlIrb®°s'®°s after clearing, imaging, and 3D reconstruction (xyz represent the axis
in three dimensions), d dorsal, v ventral spinal cord. The gray transparent shell marks the
region of interest. Yellow dotted rectangle marks slice of spinal cord shown in Ci. Scale bar
refers to 100 um. (C1) Spinal cord image (front view, for position see yellow dotted rectangle
in C) with the photoconverted mEos4b signal (green). Scale bar 100 pum. (C,) Detailed
mEos4b-GlyR (green) signal with top view (from dorsal), front view (dorsal to ventral axis is
marked by a white arrow), and side view (dorsal to ventral axis is marked by a white arrow),
Scale bar 200 um. (D) Immunohistochemical stainings of Glrb®°s®s prainstem section with
higher magnifications (10x and 40x) of the hypoclossal nucleus Xll (Di). Stained are
mEos4b-GlyRB (green) and GlyRa1 (magenta). Scale bars refer to 500 um in the overview
images and 10x magnification and 50 pm in 40x magnification.

Figure 2 High GIyRB expression in areas of the periagueductal gray, thalamic
and hypothalamic nuclei

(A-B) Immunohistochemical stainings of Glrb®°s*°s midbrain and forebrain sections with
higher magnifications (10x and 40x) of the periaqueductal gray (PAG) and the hippocampus
(HC), thalamus (TH) and hypothalamus (HY). Stained are mEos4b-GlyRpB (green) and
GlyRa1 (magenta). Scale bars refer to 500 um in overview and 10x magnification and 50 pm
in 40x magnification (A1 PAG; B thalamus; B, hypothalamus; B; hippocampus).

Figure 3 Oscillator mice with severe startle disease show unaltered synaptic
localization of GlyRB

(A) Breeding scheme of Glral*sP%YGlrbeos’ees mice. Glrbe°*°s mice have a knock-in of
an mEos4b tag in exon 2 of Glrb (Maynard et al., 2021). Homozygous GlralspdoUspdot mice
habour a microdeletion in exon 8 of Glral leading to an early STOP codon and thus resulting
in lack of GlyRal expression. (B) Weight diagram of Glral**/Glrbeos’es (n=20),
Glral*srdoyGlrpeosieos (n=50), and Glralsrdovspdot/Gjrpeosieos (n=20) mice from day 10 to 21.
Marked is the symptom onset of homozygous oscillator mice. Note, number of
Glra1srdovspdoyGlrpeosieos gnimals decreased after day 14 (onset of symptoms) till day 19 from
20 to 7. (C) Immunocytochemical stainings of mixed primary spinal cord neuronal cultures of
Glral**/Glrbeos’eos and Glralspdetspdol/Grpeosieos mice. Neurons were stained with antibodies
against mEos4b-GlyR (green), GlyR pan-a (magenta) and gephyrin (yellow). Arrows point
to colocalisation of stained proteins. Scale bars refer to 20 um and 2 pm in magnifications.
Quantification of synapses/100 microns dendrite of GlyRpB (D), GlyRa (E), gephyrin (F),
GlyRB-GlyRa (G), GlyRp-gephyrin (H), GlyRa-gephyrin (I) as well as extrasynaptic GlyRp (J)
and GlyRa (K) in Glral**/Glrb®°s’°s compared to Glralsriovspdoy/Grpeosieos neyrons (N=3; N =
independent experiments). Data are shown as mean + SEM and individual data points.
(GlyRB: n=102 for Glral**/Glrbe°s’es and n=99 for GlralsrdoUsrdoyGjrpeosieos, GlyR pan-a:
n=111 for Glral**/GIrbe°s®s and n=100 for Glralsrdctsrdot/Glrpecsieos; GlyRB-GlyR pan-a:
n=110 for Glral**/Glrbe°s’e°s and n=100 for Glral1srdcsrdoG|rpeosieos - extrasynaptic GlyR pan-
a: n=71 for Glral**/Glrb®s¢>s and n=65 for GlralsricVsrdol/Glrpecsieos: n=number of dendrites).
Levels of significance: *p<0.05, **p<0.01, *p<0.001, ****p<0.0001.
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Figure 4 Insufficient compensation of GlyRa expression by GlyRa2 in oscillator
mice

(A-C) Representative Western blots of spinal cord (SC), brain stem (BS) and cortex
(CX) tissue homogenates from Glral**/Glrbeos®s and GlralsrPdeUspdoy/Glrpeoseos mice.
Expression of GlyRa1, all GlyRa subunits (pan-a) and GlyRa2 (48 kDa) are shown. GAPDH
(30 kDa) served as housekeeping protein. Quantification of normalized expression levels of
GlyRa1 (A), all GlyRa subunits (pan-a) (B) and GlyRa2 (C) to GAPDH level in tissue
samples of Glral**/Glrbeos’®es and  Glralspdovspdoy/Grpeosieos  mice.  GlyR level in
Glra1srdotspdoyGlrpeosieos gnimals are always shown relative to Glral**/Glrbeos’®s SC samples
(N=3). Data are presented as mean + SEM and individual data points. (D)
Immunocytochemical stainings of mixed primary spinal cord neuronal cultures of
Glral**/Glrbeosieos and  Glralspdetspdol/Glrpeosieos mice. Neurons were stained with GlyRa?2
(magenta) and VGAT (yellow) antibodies. White arrow heads point to colocalisation of
stained proteins. Scale bars refer to 20 ym and 2 pm in magnifications. Quantification of
synapses/100 microns dendrite of GlyRa2 (E), GlyRa2 in gephyrin positive clusters (F), and
extrasynaptic GlyRa2 (G). Level of significance: *p<0.05, *p<0.01, ****p<0.0001.

Figure 5 Synaptic GlyRB expression is enabled by GlyRa2 in oscillator mice with
severe startle disease

Immunohistochemical stainings of GlralsPdeUspdoy/G|rpeoseos mice, Spinal cord (A-B)
sections stained for mEos4b-GlyRp (green) and GlyRa1 or GlyRa2 (magenta). Scale bars
refer to 500 um. (C) Whole cell recordings from wildtype and oscillator spinal cord
dissociated neurons demonstrating glycinergic currents at 300 uM glycine. (D) Dose-
response curves for glycine (3, 10, 30, 60, 100, 300, 600 uM glycine), N=3 independent
biological replicates with n=11-13 cells recorded. Level of significance ****p<0.0001.

Figure 6 Synaptic localization of GIlyRp in shaky mice

(A) Scheme of Glral*s"V/Glrbeos’e°s mice. Glrbeos*°s were crossed to Glral*s" mice.
Intercrossings result in animals homozygous for the shaky allele harboring a missence
mutation Q177K in exon 6 of the Glral gene. (B) Immunocytochemical stainings of mixed
primary spinal cord neuronal cultures of Glral™*/Glrbe°s®°s and Glral1s"/s"/Glrbeos’es mice.
Neurons were stained with antibodies against mEos4b-GlyRp (green), GlyRa1 (magenta)
and gephyrin (yellow). Arrows point to colocalisation of the shown proteins. Scale bars refer
to 20 um and 2 pm in magnifications). (B) Weight diagram of Glral**/Glrbeos’s (n=19),
Glral*sW/Glrbeosieos (n=23), and Glra1s"s"/Glrbe°s’®°s (n=16) mice from day 10 to 21. Marked is
the symptom onset of homozygous shaky mice. Level of significance *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001. (C) Immunocytochemical stainings of mixed primary spinal cord
neuronal cultures of Glral**/Glrbeos’ees and Glralssh/Glrb®°s/e°s mice. Neurons were stained
with antibodies against mEos4b-GlyRB (green), GlyRa1 (magenta) and gephyrin (yellow).
Colocalisation of stained proteins is marked by white arrow heads. Scale bars refer to 20 um
and 2 pm in magnifications. Quantification of the puncta/100 microns dendrite of GlyRp (D),
GlyRa1 (E), gephyrin (F) alone, GlyRB-GlyRa1 (G), GlyRB-gephyrin (H), and GlyRa1-
gephyrin (1) as well the extrasynaptic GlyRp (J), and GlyRa1 (K) in Glral**/Glrb®°s'®°s and
Glra1s™sv/Glrbeos’es neurons (N=3, N = independent experiments). Data are shown as mean
+ SEM and individual data points. (GlyRB: n=48 for Glral**/Glrbeos®*s and n=47 for
Glra1s"sGlrbeoseos; GlyRa1: n=48 for Glral**/Glrbeos’®>s and n=48 for Glra1s"s"/Glrheos/eos,
gephyrin: n=48 for Glral**/Glrbe°/¢*s and n=48 for Glrals"VsW/Glrbeos'e°s; GlyRB-GlyRa1: n=47
for Glral**/GIrbes®*s and n=48 for GlralsVs"/GlIrbes’®°s; GlyRB-gephyrin: n=48 for
Glral**/Glrbeos’®s and n=48 for Glrals"s"/Glrbeos’es; GlyRa1-gephyrin: n=46 for
Glral**/Glrbeos®s and n=48 for Glrals™s"/GlIrbeeseos extrasynaptic GlyRp: n=33 for
Glral**/Glrbeos®s and n=40 for Glrals™s/GlIrbeeseos; extrasynaptic GlyRa1: n=46 for
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Glral**/Glrbeos’ees and n=48 for Glrals"sh/Glrbes®°s ; n=number of dendrites). Levels of
significance: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.0001.

Figure 7 Presynaptic GlyRa in VGAT positive clusters is less affected in both,
oscillator and shaky mutant mice

(A, B) Immunocytochemical stainings of mixed primary spinal cord neuronal cultures of
Glral**/Glrbeosieos | Glraspdovspdot/Grpeosieos  gand  Glrals"s/Glrbeos’®es mice. Neurons were
stained with antibodies against GlyRa (magenta) and VGAT (yellow). Colocalisation of
stained proteins is marked by white arrow heads. Scale bars refer to 20 um and 2 um in
magnifications. Quantification of the puncta/100 microns dendrite of VGAT (C, D), GlyRa-
VGAT (E, F) (N=3, N =independent experiments). Data are shown as mean + SEM and
individual data points. (VGAT: n=113-119 for Glral**/Glrbeos’®es,  n=108 for
GlralspdovspdoyGjrpeosieos;  and  n=108 for Glrals"sW/Glrbeosees;  GlyRa: n=113-116 for
Glral**/Glrbe°s’e°s and n=101 for Glralsrdovspdot/G|rpeosieos gand n=102 for GlralshYshy/Glrpeos/eos,
Level of significance: *p<0.05.

Figure 8 Super-resolution imaging reveals smaller synapse sizes in oscillator
compared to wildtype and shaky mutant mice

(A) Spinal cord slice of a wildtype Glral™*/Glrbe°s®°s mouse (10 um thickness)
expressing fluorescent mEos4b-GlyRB (green), and immunolabeled for gephyrin (red). Scale
bar 5 um. (B) Super-resolution imaging of glycinergic spinal cord synapses in wildtype,
oscillator and shaky mutants. Representative PALM reconstructions of mEos4b-GlyRf
clusters in spinal cord tissue slices from Glral**/Glrbeos/eos —Glra]srdovspdol/Grpeosieos gng
Glral1ssh/Glrheesees mice. Scale bar 1 pm. (B1) Enlarged images of dotted squares in B. (C)
Quantification of mEos4b-GlyRB cluster sizes in rendered super-resolution images from
Glral**/Glrbeos’ees (n=14), GlralsricspdoyGlrpeosieos (n=16) and GlralsVs/Glrbees'eos (n=14)
mice. Significance level **p<0.001, n.s. not significant).
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 8
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Régulation des synapses inhibitrices explorée par différentes modalités

d'imagerie super-résolutive

MILLE Clémence

12 décembre 2023

Résumé

Le bon fonctionnement du systéeme nerveux central dépend d’une étroite connexion
entre excitation et inhibition neuronale. Des altérations du fonctionnement des synapses
inhibitrices sont impliquées dans de nombreuses et diverses pathologies telles que
I’épilepsie, la maladie de Parkinson, I’hyperekplexie, les troubles anxieux et du sommeil ou
encore la dépression. L'inhibition neuronale est régulée principalement par deux
neurotransmetteurs, le GABA et la glycine, qui agissent sur leurs récepteurs respectifs situés
du coté post-synaptique des synapses inhibitrices (inhibition phasique), mais également sur
des récepteurs non synaptiques (inhibition tonique). A travers différents projets, nous avons
étudié les effets pathologiques ou les effets induits par des traitements pharmacologiques
sur ces récepteurs, en mettant en place différentes techniques de microscopie a
fluorescence super-résolutive.

Grace a la technologie d'imagerie a molécules uniques (SMLM) nous avons pu
mesurer et mettre en évidence une réduction de la taille des synapses glycinergiques chez
une souris modele de la maladie hyperekplexie. Nous avons également pu visualiser les
populations synaptiques et extra synaptiques du récepteur du GABA dans le cadre de I'étude
des effets des neurostéroides sur I'inhibition GABAergique. Et enfin, avec la microscopie a
illumination structurée (SIM), nous avons étudié l'ultrastructure des segments initiaux
axonaux afin de mettre en lumiére le réle des récepteurs du GABA dans cette structure clé
de la génération des signaux électriques neuronaux.

Ensemble, ces études visent a comprendre I'organisation moléculaire des synapses
inhibitrices ainsi que leur régulation dans des conditions pathologiques et
pharmacologiques. Les approches d'imagerie développées ont différentes qualités qui
justifient leur utilisation dans ce projet, ainsi que de futurs projets dans notre unité.

Mots clés : Microscopie super-résolutive a fluorescence - synapse GABAergique -

synapse glycinergique - segment initial axonal - neurostéroide.
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