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TRANSMISSION SYNAPTIQUE DANS LA COCHLEE
ET LA RETINE : « L’AFFAIRE DES RUBANS »

Le terme synapse « a ruban » désigne un type particulier de synapse chimique
dont la définition est morphologique. Cette synapse tire son qualificatif de la
présence d’une structure osmiophile, dite corps ou ruban synaptique, associée a
sa zone active, et a laquelle sont arrimées des vésicules synaptiques. Ultérieure-
ment, on s’est apercu qu’un ensemble de propriétés physiologiques la distingue
aussi des synapses conventionnelles. Le cours a eu pour objectif de décrire les
caractéristiques morpho-fonctionnelles de cette synapse et de discuter I’énigme
qui entoure le role du ruban a travers une analyse critique des données bibliogra-
phiques. Ci-dessous, sont résumés quelques-uns des points discutés.

Les caractéristiques morpho-fonctionnelles des synapses a ruban

Chez les vertébrés, les synapses a ruban n’ont été observées que dans les
systeémes sensoriels. Chez la drosophile, une densité présynaptique, dite « barre
synaptique », se loge dans la jonction neuromusculaire (7' bar). Des données
récentes indiquent que cette synapse présente des similitudes fonctionnelles avec
la synapse a ruban des vertébrés. Chez ces derniers, sont équipées de synapses
a ruban, les cellules sensorielles de la rétine, qui répondent a la stimulation photo-
nique (cOnes et batonnets), les pinéalocytes de 1’épiphyse, qui répondent a cer-
taines stimulations mécaniques, les cellules sensorielles auditives, vestibulaires
et de la ligne latérale des poissons et des larves des amphibiens (cellules ciliées),
enfin les cellules sensorielles qui répondent au champ électrique (cellules ciliées
des organes ampullaires et tubéreux de certains poissons). Les neurones bipolaires
de la rétine, qui font relais avec les photorécepteurs, possédent eux aussi des
synapses a ruban. Cette présentation a fourni 1’occasion d’une description du
traitement du signal photonique dans la rétine.
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Tandis que les synapses conventionnelles libérent le neurotransmetteur en
réponse a des potentiels d’action, dont la fréquence traduit la variation de I’inten-
sit¢ de la stimulation, les synapses a ruban, quant a elles, répondent a des
variations graduelles du potentiel de membrane. Ce faisant, I’exocytose synap-
tique s’affranchit de deux contraintes liées a la réponse au potentiel d’action :
1) celle du seuil minimal de dépolarisation, qui doit étre atteint pour obtenir un
potentiel d’action, 2) celle de la fréquence maximale que peuvent atteindre les
potentiels d’action, environ 300 Hz, en raison de I’existence d’une phase réfrac-
taire. Les synapses a ruban se comportent comme des systémes analogiques. La
perte d’information sensorielle transmise aux synapses a ruban est bien moindre
que dans les synapses conventionnelles. La fréquence maximale des signaux
sinusoidaux qui peuvent €tre transmis aux synapses a ruban est limitée par la
constante de temps électrique de la membrane cellulaire. Pour la cellule ciliée
interne de la cochlée, cette fréquence est d’environ 3 kHz. Enfin, la synapse de
cette cellule a la particularité de fonctionner successivement sur deux modes. Au
cours de sa différenciation, elle répond a des potentiels d’action calciques, puis,
lorsqu’elle est mature, aux variations graduelles de son potentiel de membrane,
dont I’amplitude est corrélée a I’intensité de la stimulation sonore.

N

Les synapses a ruban ont aussi une vitesse d’exocytose qui les classe parmi
les synapses les plus rapides. Ainsi, dans la cellule auditive, 1 400 vésicules par
seconde peuvent fusionner en chaque site actif, un chiffre & comparer avec celui
de 7 a 20 vésicules en moyenne par zone active et par seconde dans les synapses
conventionnelles. De plus, cette exocytose peut se maintenir inchangée pendant
une stimulation prolongée. Un ensemble de résultats ont permis d’établir que la
population des vésicules qui fusionnent le plus rapidement, dite RRP (Readily
Releasable Pool), correspond dans les différentes synapses a ruban aux vésicules
arrimées a la membrane présynaptique située sous le ruban. Sans que I’on sache
s’il s’agit d’une caractéristique partagée par toutes les synapses a ruban, il est
intéressant de noter qu’aussi bien dans les cellules ciliées internes de la cochlée
que dans les neurones bipolaires de la rétine, la fusion intéresse plusieurs vési-
cules synaptiques simultanément. Dans les cellules cili€es internes, en moyenne
4 a 6 vésicules, et au maximum 22, fusionnent de fagon coordonnée. Lorsque
Iintensité de la stimulation sonore augmente, ni le nombre des vésicules qui
fusionnent lors de chaque événement unitaire, ni leur cinétique de fusion ne varie.
Seule la probabilité de survenue de ces événements unitaires, c’est-a-dire leur
fréquence, se modifie. Cette propriété est a rapprocher de la précision temporelle
du systeme sensoriel auditif, qui permet la discrimination fréquentielle et la loca-
lisation de la source sonore. En maintenant constante, quelle que soit 1’intensité
sonore, la quantité de neurotransmetteur libérée dans la fente synaptique lors de
chaque dépolarisation, cette synapse s’affranchit de la diminution du délai synap-
tique qui accompagne toute augmentation de la quantité de neurotransmetteur
libérée. Par conséquent, les ions Ca®* qui pénétrent dans la zone active apres
dépolarisation membranaire et ouverture des canaux calciques dépendant du poten-
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tiel de membrane, changent la probabilité de survenue des événements de fusion
sans en modifier les caractéristiques. Cette fusion multivésiculaire a été mise en
évidence a un stade ou les cellules ciliées internes ne sont pas complétement
matures. Il reste donc a établir la persistance de ce processus a 1’age adulte. En
ce qui concerne 1’exocytose synaptique spontanée, les événements unitaires ont,
semble-t-il, les mémes caractéristiques que lors de I’exocytose induite par la
dépolarisation.

Dans la recherche des fonctions du ruban, un nombre important d’études ont
tenté d’établir d’éventuelles corrélations entre le nombre des rubans et les caracté-
ristiques fonctionnelles des synapses. Ainsi, a été mis en évidence le fait que les
cellules sensorielles auditives ont un nombre de rubans qui varie avec leur fré-
quence caractéristique : les cellules dont la fréquence caractéristique est élevée
ont davantage de rubans. Des données éparses indiquent toutes que le nombre
des rubans par cellule est en rapport avec le « volume » de I’information senso-
rielle traitée. Enfin, les variations physiologiques du nombre de rubans font 1’objet
d’une abondante littérature, car la mise en évidence d’un tel mode de régulation
de D’activité synaptique devrait éclairer la fonction des rubans. Parce que ces
données n’ont été obtenues, jusqu’a présent, que par analyse quantitative en micros-
copie électronique, seuls les changements trés importants du nombre de rubans
ont été bien établis. Ainsi, chez les poissons téléostéens, les rubans des photo-
récepteurs disparaissent presque totalement la nuit. Chez les mammiféres, on
manque de données reproductibles dans les photorécepteurs. De méme, la varia-
tion observée du nombre de rubans des cellules vestibulaires en apesanteur
demande a étre confirmée. La modification des rubans des photorécepteurs chez
les hibernants est en revanche bien établie. Chez les hibernants, les rubans des
photorécepteurs flottent et leur taille diminue ; ils se reforment en 2 a 3 jours a
la fin de I’hibernation. Il s’agit 1a, vraisemblablement, d’une régulation en rapport
avec celle du métabolisme énergétique.

Fonctions hypothétiques des rubans synaptiques

La liste des fonctions proposées pour les rubans synaptiques est longue : struc-
ture de réapprovisionnement continuel de la synapse en vésicules synaptiques,
de transport de ces vésicules vers la zone active, lieu de remplissage des vésicules
synaptiques par le neurotransmetteur, lieu d’acquisition pour les vésicules synap-
tiques de I’état de compétence pour fusionner a la membrane plasmique, structure
de reformation des vésicules synaptiques in sifu, structure permettant 1’éventuelle
fusion homotypique des vésicules synaptiques, structure permettant la fusion
multiple de vésicules avec la membrane plasmique, structure augmentant la pro-
babilité des fusions vésiculaires, structure contrdlant la taille de la population
vésiculaire qui va fusionner avec la membrane plasmique, nanomachine d’exocy-
tose synaptique avec association des canaux calciques dépendant du potentiel de
membrane et éventuellement de tampons du Ca®, structure de contrdle de la
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tension des membranes destinées a fusionner, réservoir énergétique, structure douée
de plasticité permettant une réponse synaptique adaptée aux besoins cellulaires...
Ces différentes fonctions hypothétiques ne sont pas mutuellement exclusives.

Le cycle des vésicules synaptiques dans les synapses a ruban

Plusieurs de ces propositions peuvent étre évaluées par 1’étude du cycle des
vésicules synaptiques au niveau de ces synapses. Celle-ci a été menée en imagerie
dynamique, par la technique TIRF (total internal reflection fluorescence). Un
traceur fluorescent, le FM1-43, dont I’émission de fluorescence est sensible a
I’environnement et qui s’intercale de facon réversible dans le feuillet interne des
vésicules et se désorbe de la membrane lorsque I’exocytose 1’expose au milieu
aqueux extérieur, permet de suivre 1’exocytose vésiculaire. Le neurone bipolaire
de la rétine du poisson rouge se préte particuliecrement bien & cette analyse en
raison de la trés grande taille de sa synapse, qui comporte pres d’un million de
vésicules synaptiques. Le cycle des vésicules synaptiques a également été étudié
par microscopie confocale et avec la technique de FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching). Une méthode voisine a été utilisée dans les cones d’une
espece particuliere de lézard, le 1ézard anole, dont la rétine est exclusivement
composée de cones. Cette étude comportait d’ailleurs un grand nombre d’amélio-
rations techniques : utilisation de I’AM1-43, qui permet en parallele une étude
en microscopie €lectronique, de 1’Advasep-7 qui diminue le bruit de fond. Elle
a conduit a des conclusions semblables a celles obtenues dans le neurone bipo-
laire de la rétine. Les vésicules synaptiques présentes dans ces terminaisons
sont mobiles, contrairement aux vésicules synaptiques associées aux synapses
conventionnelles. Méme dans les régions de la synapse riches en filaments d’ac-
tine, la trés grande majorité des vésicules synaptiques diffusent librement. Le
traitement mathématique de ces données d’imagerie permet de conclure que la
collision des vésicules synaptiques avec le ruban suffirait a rendre compte d’un
réapprovisionnement continuel des rubans en vésicules. A ’appui de cette diffu-
sion libre, ni le Ca*, ni ’AMP cyclique, n’ont de role sur la mobilité de ces
vésicules. Seul un rdle marginal des phosphorylations a été mis en évidence. La
diffusion libre des vésicules synaptiques est a mettre en parallele avec 1’absence
de synapsines dans les synapses a ruban. Les synapsines sont des phosphopro-
téines qui, dans les synapses conventionnelles, sont associées aux vésicules
synaptiques. Trois génes codent les 5 isoformes répertoriées. Ces protéines se
lient aux phospholipides des vésicules. Elles possedent toutes, dans leur région
N-terminale, un site de phosphorylation pour la protéine kinase A et la calmodu-
line kinase A, conservé dans 1’évolution. Les synapsines phosphorylées se lient
a ’actine. Les geénes qui codent les synapsines I et II ont été inactivés. Lorsque
les synapsines I et II sont absentes, la libération du neurotransmetteur diminue
dans les synapses conventionnelles. Les synapsines, en liant les vésicules synap-
tiques au cytosquelette d’actine dans les synapses conventionnelles, se
comportent comme des régulateurs de la disponibilité de la population de vési-
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cules synaptiques «de réserve ». Si I’absence de synapsine dans les cellules
sensorielles du systeme acoustico-latéral suggere que les vésicules synaptiques y
diffusent aussi librement, la preuve n’en a pas encore été apportée.

Les caractéristiques de 1’endocytose paraissent treés variables d’une synapse a
ruban a I’autre. Les analyses par microscopie biphotonique, réalisées sur la cellule
ciliée interne, indiquent que les vésicules synaptiques se formeraient pour I’essen-
tiel a partir de I’endocytose apicale. Il semble que dans le saccule de grenouille,
la re-formation des vésicules passe par celle de structures tubulaires intermé-
diaires, qui pourrait constituer, en cas de sur-stimulation sensorielle, une étape
limitante du réapprovisionnement du ruban en vésicules.

La fusion membranaire de 1’exocytose synaptique

Nous nous sommes intéressés a 1’étape finale du processus de fusion des
vésicules avec la membrane présynaptique et a la signalisation calcique qui contrdle
ce processus. Lors de la fusion de la membrane vésiculaire avec la membrane
présynaptique, une importante barriere énergétique doit étre franchie car ces deux
structures sont thermodynamiquement stables. Cette fusion, qui se fait dans un
environnement aqueux, procéde en deux étapes. Tout d’abord, les deux mem-
branes doivent étre rapprochées 1’'une de 1’autre. La machinerie cellulaire doit
surmonter les forces ioniques électrostatiques répulsives qui s’opposent a cette
juxtaposition et dissiper 1’hydratation qui existe entre ces deux membranes. Dans
une deuxieme étape, les liaisons qui unissent les groupements hydrophiles et
hydrophobes de la bicouche lipidique sont déstabilisées ; la fusion progresse alors
par des états intermédiaires gouvernés par des forces qui minimisent 1’exposition
des groupements non polaires & I’eau. Un pore se forme qui s’élargit. Nos
connaissances actuelles des processus de fusion membranaire reposent sur les
travaux pionniers effectués sur la fusion entre la membrane des virus et celle de
la cellule hote.

Le complexe SNARE (soluble NSF attachment protein receptor), complexe
de fusion membranaire intracellulaire conservé a travers 1’évolution, implique,
comme celui qui médie la fusion des virus avec la membrane plasmique, la
formation d’une tresse composée de 4 hélices extrémement stables. La cristallisa-
tion du complexe SNARE, les expériences de fusion entre vésicules lipidiques
artificielles porteuses des diverses protéines de ce complexe moléculaire, et
I’inactivation des génes qui codent chacune des 3 protéines du complexe, a savoir
v-SNARE, dite VAMP (vesicle associated membrane protein) ou synaptobrévine
et les deux t-SNARE (target-SNARE), syntaxine-1 et SNAP-25 (25 kDa synapto-
some-associated protein), ont permis d’établir le role essentiel de ce complexe
moléculaire dans la fusion membranaire synaptique. Pourtant, des données indi-
quent que le complexe SNARE ne peut rendre compte a lui seul de toute I’activité
fusogene associée a 1’exocytose synaptique. Apres la présentation des protéines
SNARE (incluant la définition du motif SNARE, motif de 60 a 70 acides aminés
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composé de 8 répétitions heptamériques, et les études de la formation du complexe
moléculaire), le cours s’est concentré sur la régulation calcique de cette fusion
membranaire dans les synapses conventionnelles, puis dans les synapses a ruban.

La dépendance calcique de la fusion vésiculaire avec la membrane présynap-
tique a été analysée finement grace a des travaux qui associent photolyse calcique
et enregistrements électrophysiologiques postsynaptiques. La vitesse de fusion
des vésicules et I'intensité des courants de Ca®* intracellulaire sont liées par une
relation y = x" dans laquelle n représente la coopérativité de sites de liaison aux
ions Ca® dans le complexe moléculaire fusogéne. Les données expérimentales
récentes peuvent étre interprétées dans le cadre d’un modele allostérique de type
Monod-Wyman-Changeux. Ce modele peut en effet rendre compte, d’une part
de la diminution de la coopérativité aux faibles concentrations de Ca*, et d’autre
part de I’exocytose spontanée en absence de Ca?*. Un ensemble d’arguments
expérimentaux confeére aujourd’hui a la synaptotagmine 1 (Sytl), un rdle de
« senseur calcique » (détecteur-effecteur) majeur dans 1’exocytose synaptique.
Les synaptotagmines sont des protéines vésiculaires transmembranaires compo-
sées de deux domaines C2 de topologie I, qui lient le Ca** (au total cinq ions
Ca?* pour la synaptotagmine 1). Chacun des deux domaines C2A et C2B de la
synaptotagmine 1 a une faible affinité pour le Ca®*. La synaptotagmine 1 exerce
son activité grice a sa liaison trés affine a la phosphatidylsérine des mem-
branes, en présence de Ca*. Les expériences qui fondent le rdle de la synaptotag-
mine 1 dans I’exocytose synaptique sont I’inactivation du gene correspondant
(souris SytI”), réalisée en 1994, qui supprime I’exocytose dépendante du Ca®
sans modifier 1’exocytose synaptique spontanée, et celle induite par un choc
hypertonique. Mieux, la preuve a été apportée in vivo que le changement d’un
acide aminé dans le domaine C2A, la substitution par une glutamine de 1’arginine
située en position 233 (R233Q), immédiatement adjacente a un acide aminé qui
lie le Ca*, modifie 1’exocytose synaptique induite par le Ca*. Cette mutation,
qui diminue Daffinité de ce domaine pour le Ca* mesurée in vitro, diminue
I’amplitude de 1’exocytose en fonction de la concentration calcique in vivo. Enfin,
des mutations entrainant une augmentation d’affinité pour le Ca>* du domaine
C2A ou du domaine C2B, par la substitution aux mémes emplacements dans
chacun de ces domaines de trois résidus hydrophobes par trois tryptophanes,
induisent, apres transfection dans des cellules chromaffines dérivées de souris
SytI”, une augmentation de I’amplitude de leur exocytose synaptique induite par
le Ca®*. La modification de la cinétique d’ouverture et de fermeture du pore de
fusion lorsque la synaptotagmine 1 est surexprimée, indique que la synaptotag-
mine 1 est sans doute impliquée trés directement dans le processus fusogene.
Comment agit la synaptotagmine 1 dans 1’étape finale de 1’exocytose ? Des
analyses biochimiques ainsi que des expériences de fusion de vésicules lipidiques
artificielles ont permis de mettre en évidence des interactions entre la synaptotag-
mine 1 et les composants du complexe SNARE. Une controverse demeure cepen-
dant sur ces interactions, et tout particulierement sur leur régulation par le Ca*.
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Une analyse approfondie de la liaison du domaine C2B de la synaptotagmine 1
a la phosphatidylsérine en présence de Ca** a montré qu’intervenaient dans cette
interaction, non seulement la liaison du Ca*" aux charges négatives de la phospha-
tidylsérine, mais également celle d’un ensemble de résidus basiques présents a
la surface du domaine C2B. L’analyse du réle de ces résidus a été effectuée en
leur substituant des cystéines, dont la réactivité au NBD (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazole) provoque une augmentation de 1’émission de fluorescence lors de leur
passage d’un environnement hydrophile a un environnement hydrophobe. La
multivalence de la liaison du domaine C2B a la phosphatidylsérine permet a ce
domaine de lier un beaucoup plus grand nombre de phosphatidylsérines que le
domaine C2A. Il s’en suit que ce domaine, contrairement au domaine C2A, peut
induire in vitro la juxtaposition de deux membranes. Leur distance, ainsi réduite
a 4 nm, permet alors la fusion membranaire. Par ailleurs, cette multivalence de
liaison conférerait a ce domaine la possibilité d’agir sur le pore de fusion en
induisant une courbure des membranes.

L’exocytose synaptique continuelle des synapses a ruban et leur réponse per-
manente aux variations graduelles du potentiel de membrane impliquent, quant
a elles, la présence au niveau synaptique de canaux calciques différents des
canaux de type N et Q qui équipent les synapses conventionnelles. De fait, les
canaux calciques des synapses a ruban sont de type L. Ils sont trés peu sensibles
a Dinactivation par le Ca®, et s’activent et se désactivent rapidement lors des
variations du potentiel de membrane. Dans les cellules sensorielles auditives du
poulet, la sous-unité o-1D qui les compose présente des spécificités dues a trois
épissages alternatifs particuliers. L’inactivation de la sous-unité o1-D a été réa-
lisée chez la souris. Les souris o./-D” sont totalement sourdes et n’ont plus
d’exocytose synaptique. En revanche, fait surprenant, la fonction vestibulaire
parait normale chez ces souris. Enfin, il convient de rappeler que dans les cellules
sensorielles auditives de la tortue et du poulet, ce canal joue un rdle supplémen-
taire, comme nous 1’avons vu dans le cours de 1’année 2003. Avec les canaux
potassiques dépendants du Ca*, canaux BK, il crée en effet un circuit électrique
oscillant a I’origine de la résonance électrique qui caractérise le fonctionnement
des cellules sensorielles auditives dans ces especes. Les différentes isoformes du
canal potassique dépendant du Ca** qui s’expriment le long de 1’axe tonotopique
de I'organe sensoriel, conféerent aux différentes cellules une fréquence d’oscilla-
tion distincte.

La relation exocytose (mesurée par les variations de capacitance) en fonction
de 'intensité des courants calciques a été étudiée dans les photorécepteurs (les
batonnets), les neurones bipolaires de la rétine et les cellules ciliées internes de
la cochlée de souris. Les courbes obtenues indiquent une absence de coopéra-
tivité, une relation linéaire entre ces deux variables. Le seuil d’apparition de
I’exocytose en fonction de la concentration calcique parait tres différent d’un
type de synapse a ruban a ’autre : bas pour les photorécepteurs (750 nM), élevé
dans les neurones bipolaires (8 a 10 uM) et dans les cellules ciliées internes



230 CHRISTINE PETIT

(7 uM). Dans les cellules ciliées internes, la synapse, dont I’activité a débuté au
18° jour embryonnaire, devient mature entre le 10° et le 15° jour apres la nais-
sance. Ce faisant, on observe une baisse de l’intensité des courants calciques,
qui semble étre en rapport avec une baisse du nombre des canaux calciques
présents dans ces cellules. C’est le moment ou la synapse, qui répondait a des
potentiels d’action, commence a répondre a des variations graduelles du potentiel
de membrane. En parallele, la courbe «exocytose synaptique en fonction de
I’intensité des courants calciques », se modifie : d’exponentielle durant le déve-
loppement, elle devient linéaire au stade adulte. Ce changement porte a la fois
sur le RRP et la population de vésicules qui fusionnent plus lentement. Toutefois,
dans la cellule ciliée interne mature, lors d’expériences de photolyse calcique
conduisant a une élévation trés importante du Ca** intracellulaire et 2 une exocy-
tose massive (100 fois le RRP, et de nature inconnue), c’est une relation non
linéaire qui a été décrite entre exocytose et concentration calcique. La méme
observation a été faite dans les photorécepteurs. C’est peut-étre dans la structu-
ration en nano-domaines de la synapse que se tient I’explication de la diffé-
rence de la relation entre exocytose et concentration calcique décelée entre
ces deux situations expérimentales. Dans ces nanodomaines, les concentrations
locales de Ca** seraient élevées au potentiel de repos de la cellule, de sorte qu’une
tres faible variation de cette concentration lors d’une dépolarisation suffirait a
déclencher I’exocytose synaptique. L’intérét physiologique d’une réponse coopé-
rative lorsqu’une synapse répond a des potentiels d’action, et d’une réponse linéaire
lorsqu’elle répond a des variations graduelles du potentiel de membrane, a été
discuté.

Le séminaire intitulé « Ribbon synapses : physiology, molecular dynamics » a
permis d’approfondir certains aspects du cours.
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ACTIVITE DE RECHERCHE DU LABORATOIRE (2005-2006)

Les avancées les plus significatives réalisées au cours de 1’année 2005-2006
ont porté d’une part sur les neuropathies auditives héréditaires, et d’autre part
sur la physiologie et la physiopathologie moléculaires de la cellule sensorielle
auditive. La physiopathologie de la surdité liée a 1’atteinte de la connexine 30 a
elle aussi progressé.

I. NEUROPATHIES AUDITIVES HEREDITAIRES :
GENES, PHYSIOPATHOLOGIE ET PHYSIOLOGIE MOLECULAIRES,
IMPLICATIONS THERAPEUTIQUES

Les neuropathies auditives sont les seules atteintes auditives qui soient clini-
quement distinguables des autres surdités. Elles sont définies comme des surdités
de perception dans lesquelles les otoémissions acoustiques persistent. Ces der-
nieres traduisent 1’activité des cellules ciliées externes, qui jouent le réle d’ampli-
ficateurs cochléaires. En raison de leur similarité avec les cellules ciliées internes,
seules véritables cellules sensorielles puisqu’elles seules codent la stimulation
sonore en influx nerveux, s’est progressivement installée 1’idée que les cellules
ciliées internes étaient elles aussi fonctionnelles dans ces neuropathies, et que
par conséquent, ’atteinte avait sans doute pour cible les voies auditives au-dela
de la cochlée.

I.1. Un gene dont P’atteinte est a I’origine de la surdité isolée DFNB59 et
se traduit par un dysfonctionnement des voies auditives centrales
(Sedigheh Delmaghani, Francisco Del Castillo, Michel Leibovici, Vincent
Michel, Dominique Weil, Christine Petit ; en collaboration avec Paul Avan,
Clermont-Ferrand)

Dans deux familles atteintes d’une surdité neurosensorielle congénitale, sévere
pour 1’une, profonde pour I’autre, de transmission autosomique récessive, DFNBS59,
nous avons décelé deux mutations faux-sens différentes (T541 et R183W) dans
un gene qui code une nouvelle protéine, que nous avons appelée « pejvakine »
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(écho, en persan). Cette protéine de 352 acides aminés présente dans sa moitié¢ N-
terminale 54 % de similarité avec une protéine (de fonction elle aussi inconnue)
défectueuse dans une autre surdité, DFNAS. Afin de valider I’implication de la
pejvakine dans la surdité humaine, la mutation R183W a été introduite par
recombinaison homologue chez la souris (souris Dfinh59™!Usd/miUsds) T es souris
mutantes obtenues présentent bien une surdité, ce qui valide le géne qui code la
pejvakine comme responsable de la surdité DFNB59. Toutefois, la perte auditive
ne porte que sur les fréquences aigués et est de gravité modérée. L’exploration
de la fonction auditive des souris Dfinh59™/Us®/miUsds 3 mis en évidence une
surdité qui répond a la définition d’une neuropathie auditive. De plus, 1’étude
de leurs potentiels évoqués auditifs a révélé 1’existence d’un retard et d’une
désynchronisation des réponses électriques le long des voies auditives, au moins
jusqu’au colliculus inférieur. Un examen plus approfondi de 1’audition dans les
deux familles malentendantes a alors permis de conclure que les individus atteints
présentaient bien une neuropathie auditive ; les otoémissions acoustiques étaient
bien présentes, y compris chez les personnes sourdes profondes. Chez eux aussi,
on observait une désynchronisation des potentiels évoqués acoustiques. Des enre-
gistrements électriques réalisés chez la souris Dfnb59™!Vs®/milsds ont permis de
déceler le maintien de la réponse é€lectrique des cellules ciliées internes. Enfin,
par immunomarquage, la présence de la pejvakine a été détectée dans les neu-
rones du ganglion spiral et dans certains neurones des noyaux cochléaires, de
I’olive supérieure et du colliculus inférieur. Le géne qui code la pejvakine est
le premier gene identifié dont 1’atteinte conduit a une surdité qui n’est pas due
a une atteinte cochléaire, mais porte sur les neurones de la voie afférente. La
précision temporelle étant la caractéristique majeure du codage de 1’information
auditive, retard et désynchronisation de la propagation de I’influx nerveux altérent
sans aucun doute la reconnaissance de certains messages sonores. Il reste a
découvrir les mécanismes moléculaires et cellulaires par lesquels la pejvakine
est impliquée dans le seuil de la réponse auditive et sa synchronisation.

1.2. L’otoferline, défectueuse dans la surdité DFNB9,

est indispensable a I’exocytose synaptique des cellules sensorielles auditives
(Isabelle Roux, Saaid Safieddine, Amel Bahloul, Christine Petit ;

en collaboration avec Paul Avan, Clermont-Ferrand, Régis Nouvian

& Tobias Moser, Gottingen)

Nous avions identifié il y a quelques années le géne responsable de la neuropa-
thie auditive héréditaire de transmission autosomique récessive DFNB9. DFNB9
représente la 3° cause de surdité sévére ou profonde en Espagne, apres la surdité
liée a I’atteinte de la connexine-26 et les surdités d’origine mitochondriale. Ce
géne code pour une protéine de la famille des ferlines, I’otoferline. Deux des
trois autres membres de cette famille présents chez les mammiferes, la dysferline
et la myoferline, sont défectueux dans des myopathies héréditaires. Dysferline et
myoferline jouent toutes deux un réle dans des processus de réparation membra-
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naire. Des données préliminaires suggéraient que 1’otoferline était un composant
de la synapse des cellules ciliées internes, une synapse aux propriétés physio-
logiques trés particulieres (voir résumé du cours) et que sous-tendent des méca-
nismes moléculaires encore inconnus.

Par immunodétection en microscopie optique, nous avons observé que la pré-
sence de ’otoferline dans les cellules ciliées auditives est strictement corrélée
avec leur synaptogenése, puis par microscopie électronique, que 1’otoferline est
un composant des vésicules synaptiques. Prenant en compte le fait que la synapto-
tagmine-1, que ’on s’accorde a considérer comme le « senseur » calcique des
synapses conventionnelles, est indétectable dans les cellules ciliées internes, tout
comme la synaptotagmine-2, nous avons émis 1’hypothése que 1’otoferline pour-
rait remplacer ces deux protéines manquantes. De fait, nous avons montré que
I’otoferline lie le Ca*", au moins par son domaine C2D. Comme la synaptotag-
mine-1, I’otoferline interagit directement in vitro avec la syntaxine-1 et SNAP25,
deux protéines du complexe SNARE (voir résumé du cours), d’une maniére
dépendante du Ca*. Afin de définir le role de I’otoferline in vivo, nous avons
généré un modele murin de la surdité DFNB9, en délétant les exons 14 et 15
de ce géne par recombinaison homologue chez la souris. Les souris Ofof” obte-
nues ont une perte auditive qui excede 100 dB. L’architecture de leur organe de
Corti est normale. La morphogenése de la synapse des cellules ciliées internes,
examinée au microscope électronique, 1’est aussi : les rubans synaptiques sont
ancrés a la membrane plasmique, la forme et le nombre de vésicules synaptiques
qui leur sont associées, ne sont pas modifiés. Toutefois, a partir du 6° jour
postnatal, I'ultrastructure de la synapse s’altére progressivement. L’étude €lectro-
physiologique des cellules ciliées internes a montré que la dépolarisation n’induit
aucune augmentation de capacitance de ces cellules, établissant ainsi 1’absence
de toute exocytose synaptique dans ces conditions. Les courants calciques sont
cependant normaux. L’élévation de la concentration du Ca®" intracellulaire par
photolyse calcique ne parvient pas a restaurer I’exocytose rapide et ne restaure
que treés partiellement sa composante lente. Ces données fonctionnelles obtenues
alors que les vésicules synaptiques étaient bien arrimées a la membrane présynap-
tique, indiquent que I’otoferline est indispensable a la fusion des vésicules synap-
tiques avec la membrane présynaptique et qu’elle agit apreés 1’étape d’arrimage
des vésicules. On ignore encore si elle intervient dans 1’étape d’acquisition de
la compétence a fusionner (priming) ou dans la fusion membranaire elle-méme.

Ainsi, la surdité DFNBO résulte d’une atteinte d’origine cochléaire, celle des
cellules ciliées internes. En revanche, la surdit¢ DFNB59, au moins en ce qui
concerne la mutation étudiée, résulte de I’atteinte des neurones de la voie affé-
rente. Les indications de I’implant cochléaire dans les neuropathies auditives sont
trés controversées et les résultats contrastés, ce qu’explique en partie la différence
de cible cellulaire primitive dans les diverses formes de neuropathie auditive,
révélée par I’étude de DFNB9 et de DFNB59. La clarification de la pathogénie
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de la surdit¢ DFNB9 permet de prédire que I’implant cochléaire, parce qu’il
stimule directement le nerf auditif épargné par la Iésion primitive, sera efficace
dans cette forme de surdité. De fait, on sait qu’il I’est. En revanche, 1’intérét de
I’implant cochléaire est incertain pour la surdit¢é DFNB59. Le diagnostic molécu-
laire des neuropathies auditives pratiqué chez des patients implantés, pourrait
permettre de répondre prochainement a cette interrogation. Ainsi, on s’achemine,
par la connaissance des différentes formes de neuropathies héréditaires et de
leur pathogénie, vers un démembrement en entités nosologiques pour lesquelles
I’indication ou non de I’implant cochléaire sera connue.

II. PHYSIOLOGIE ET PHYSIOPATHOLOGIE MOLECULAIRES
DE LA CELLULE SENSORIELLE AUDITIVE

I1.1. Touffe ciliaire : structure de réception du son

La touffe ciliaire, structure de réception du son, est composée de microvillo-
sités rigides, les stéréocils, auxquels est associé durant leur développement un
cil primaire, le kinocil. Soumise a la stimulation de 1’onde sonore, la touffe
ciliaire se défléchit en pivotant a sa base, en un seul bloc. Les stéréocils sont
unis par un lien apical (tip link), dont la direction est celle de la stimulation qui
est opérante sur la touffe ciliaire. La mise sous tension du lien apical par la
stimulation sensorielle provoque I’ouverture du canal de transduction mécano-
électrique. Par ailleurs, de nombreux liens latéraux unissent les stéréocils a 1’inté-
rieur d’'une méme rangée et d’une rangée a I’autre, ainsi qu’au kinocil. On ignore
encore les fonctions de ces liens.

II.1.a. Fonctions des liens de la touffe ciliaire : physiopathologie
moléculaire du syndrome de Usher de type I et de type II

(Gaelle Lefevre, Nicolas Michalski, Vincent Michel, Rapha¢l Etournay,
Avital Adato, Dominique Weil, Christine Petit)

L’identification des génes impliqués dans le syndrome de Usher (USH) et
I’étude de la fonction des protéines qu’ils codent ont fourni un ensemble d’infor-
mations sur ces liens, et ce faisant sur la pathogénie des atteintes auditives
correspondantes. Le syndrome de Usher de type I (USH1) se caractérise par une
surdité profonde et un dysfonctionnement vestibulaire congénitaux, associés a
une rétinopathie pigmentaire d’apparition prépubertaire. Cinq génes (USHI-B, -C,
-D, -F et -G) ont été identifiés, qui codent respectivement une myosine non
conventionnelle, la myosine VIla, une protéine a domaines PDZ, I’harmonine,
deux cadhérines pourvues d’un domaine extracellulaire particulierement long, la
cadhérine 23 et la protocadhérine 15, enfin une protéine a domaine ankyrine,
Sans. Des travaux antérieurs, provenant essentiellement de notre laboratoire, ont
mis en évidence le fait que les cinq protéines USHI1 peuvent interagir in vitro
et que la cadhérine 23 forme des liens latéraux entre les stéréocils des le début
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de leur croissance. Tout indique que la protocadhérine 15 forme, elle aussi, de
tels liens. Ainsi nos travaux ont-ils révélé I’existence de liens latéraux précoces
passés inapercus. Au cours de cette année, nous avons entrepris une étude systé-
matique de mutants de souris défectueux pour 1’un ou I’autre des 5 génes USHI1,
ainsi que I’analyse du profil d’expression spatio-temporel de chacune des pro-
téines USHI1. Apres avoir invalidé le géne qui code 1’harmonine, nous avons
constaté que chez ces mutants (souris Hmn”), la touffe cilaire se fragmente trés
précocement. La perte de cohésion de la touffe ciliaire est observée des le 18° jour
embryonnaire. Il semble qu’une fragmentation semblable de la touffe ciliaire
existe chez les mutants défectueux pour chacun des 4 autres genes USHI1. De
plus, chez les mutants Hmn™, on observe une délocalisation du kinocilium. Cette
anomalie évoque des troubles de polarité planaire, qui sont aussi observés chez
tous les autres mutants USHI1 ; ils sont cependant plus marqués chez les mutants
défectueux pour la cadhérine 23 et la protocadhérine 15. L’ harmonine, qui intera-
git avec la région intracytoplasmique des deux cadhérines in vitro et se colocalise
avec elles dans les stéréocils, ne parait pas conditionner I’adressage de ces deux
protéines au sommet des stéréocils en croissance. En revanche, il est a noter que
nous avons observé 1’harmonine précisément au point d’ancrage du tip link, a
partir du 5° jour apres la naissance. L’enregistrement des courants de transduction
mécano-électrique chez la souris Hmn” montre que leur amplitude est trés réduite
et que la tension qui s’exerce sur le canal est trés variable. L’ensemble des
résultats suggere donc que I’harmonine n’est nécessaire a I’ancrage d’aucun des
liens stéréociliaires connus mais pourrait en moduler la tension, expliquant ainsi,
en cas d’absence de cette protéine, la rupture de la cohésion de la touffe ciliaire
a un stade précoce.

Le syndrome de Usher de type II se distingue du type I par une surdité de
sévérité moindre et I’absence de trouble vestibulaire. Deux geénes responsables
des formes USH2A et USH2C ont été identifiés. Ils codent tous deux pour des
protéines dont certaines isoformes sont transmembranaires. Compte tenu de leur
trés grand domaine extracellulaire et de leur profil spatio-temporel d’expression,
nous avons considéré qu’elles pourraient elles aussi entrer dans la composition
de certains liens particuliers de la touffe ciliaire, qui unissent la base des stéréo-
cils jusqu’a ce que la touffe ciliaire soit entierement mature. Dans un premier
temps, nous nous sommes intéressés a 1’usherine, codée par USH2A. Nous avons
montré qu’in vitro, la région intracytoplasmique de I’usherine interagit avec 1’har-
monine et la whirline. La whirline est une protéine du stéréocil qui, comme I’harmo-
nine, comporte des domaines PDZ, et qui est défectueuse dans une forme de surdité
isolée. La composition de la région extracellulaire de I’usherine avec sa vingtaine
de domaines de type III de la fibronectine dits « absorbeurs de chocs » car ils
peuvent de facon réversible, en raison de 1’absence de ponts disulfures internes,
perdre leur structure sous 1’effet de forces mécaniques et la retrouver lorsqu’elles
cessent de s’appliquer, nous a conduit & proposer 1’hypothese selon laquelle ces
liens pourraient avoir un comportement comparable a celui d’un ressort.
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I1.1.b. Mise en évidence d’une coiffe de matériel acellulaire au sommet
de la touffe ciliaire des cellules ciliées externes : physiopathologie
de la surdité DFNB16 liée a ’atteinte de la stéréociline

(Elisabeth Verpy, Christine Petit, en collaboration avec Guy Richardson,
Brighton)

Nous avons identifié le géne STRC comme responsable de la surdité isolée
récessive DFNB16, une surdit¢é modérée dans les fréquences basses et sévere
dans les fréquences hautes. Ce géne code pour une nouvelle protéine que nous
avons appelée stéréociline. L’étude de la stéréociline nous a permis de découvrir
I’existence d’une substance amorphe qui coiffe la touffe ciliaire des cellules
ciliées externes. La rangée de stéréocils la plus haute de ces cellules s’ancre
dans la membrane tectoriale, une structure acellulaire gélatineuse, dont le dépla-
cement relatif par rapport a celui du corps cellulaire des cellules ciliées externes,
lors de la stimulation sonore, défléchit la touffe ciliaire de ces cellules, ouvrant
ainsi leurs canaux de transduction mécano-électrique... Les souris dont nous avons
inactivé le géne qui code la stéréociline (souris Strc”) présentent une perte auditive
tout a fait semblable a celle des individus affectés par la surdit¢ DFNB16. La
coiffe sus-décrite est absente. La membrane tectoriale ne porte pas I’empreinte
du sommet des stéréocils les plus hauts des cellules ciliées externes, démontrant
ainsi que la stéréociline est indispensable a ’ancrage de ces stéréocils dans la
membrane tectoriale. Par ailleurs, alors que 1’organisation de la touffe ciliaire de
ces cellules, ainsi que la transduction mécano-électrique sont totalement normales
jusqu’au 8° jour apres la naissance, la touffe ciliaire perd sa cohésion brusque-
ment au 10° jour. La touffe ciliaire ne se fragmente pas, mais les stéréocils
deviennent indépendants les uns des autres. Aucun lien interstéréociliaire ne
persiste. Or cette anomalie survient précisément a la date a laquelle se met en
place 1I’électromotilité des cellules ciliées externes, qui leur confére leur role
d’amplificateur cochléaire (voir ci-dessous). Nous proposons donc que cette
coiffe protege la touffe ciliaire des cellules cili€es externes du stress mécanique
produit par les cycles de contraction/décontraction de leur corps cellulaire, que
rythment les variations de leur potentiel de membrane induites par la stimulation
sonore. A I'appui de cette hypothése, les mutations du géne qui code I’0-tecto-
rine, I'un des composants de la membrane tectoriale, ne permettent pas 1’ancrage
des stéréocils des cellules ciliées externes, mais la touffe ciliaire n’est pas affec-
tée, ce qui indique que la perte de I’ancrage en ’absence de stéréociline ne peut
étre la cause de la perte de cohésion des stéréocils. Les caractéristiques biochi-
miques et biophysiques de cette coiffe, qui semble d’autant plus développée que
la cellule sensorielle répond a des fréquences plus élevées, ainsi que celle des
molécules nécessaires a son ancrage aux stéréocils et a la membrane tectoriale
seront particulierement intéressantes a élucider. Enfin, le corollaire de I’hypothese
proposée est que les liens interstéréociliaires de la cellule ciliée externe sont
incapables a eux seuls de maintenir la cohésion des stéréocils dans cette cellule.
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Enfin, au plan clinique, nous pouvons conclure que cette forme de surdité
(DFNB16) est due a ’atteinte sélective des cellules ciliées externes.

11.2. Bases moléculaires de I’électromotilité des cellules ciliées externes
(Aziz El-Amraoui, Kirian Legendre, Christine Petit)

Les cellules ciliées externes, qui n’existent que chez les mammiferes, réagissent
mécaniquement a la dépolarisation-repolarisation électrique induite par la stimu-
lation sonore, par un cycle de contraction-décontraction de leur paroi entrainant
un changement de leur taille. Ce phénomene, appelé électromotilité, permet aux
cellules ciliées externes de jouer un réle d’amplificateur de la stimulation sonore
et de contribuer de facon treés importante a la sélectivité de 1’analyse fréquentielle
cochléaire. La paroi latérale des cellules ciliées externes est dotée d’un dense
réseau de cytosquelette sous-cortical (cortical lattice) hautement organisé, qui lui
confere sa forme cylindrique unique. On ignore comment ce réseau se met en
place et se maintient dans les différents états fonctionnels de la cellule, et comment
il est li€ a la prestine, la protéine effectrice de 1’électromotilité.

Un crible double hybride effectué avec la queue de la myosine VIla comme
appit nous a permis d’identifier une spectrine, la BV-spectrine. La BV-spectrine
humaine contient un domaine de liaison a I’actine, 29 répétitions spectrine complétes
de 106 acides aminés plus une répétition incompléte et un domaine PH (pleckstrin
homology). Nous avons pu confirmer I’interaction directe de la BV-spectrine et
de la myosine VIla in vitro.

Dans ’organe de Corti, la distribution spatiale et temporelle de la BV-spectrine
a la membrane latérale des cellules ciliées externes est identique a celle de la
prestine. La BV-spectrine, du fait de la trés grande flexibilité des 30 domaines
spectrines qui la composent, permettrait de maintenir 1’intégrité de la cellule
malgré les contraintes mécaniques auxquelles elle est soumise.

III. PHYSIOPATHOLOGIE DE LA SURDITE LIEE A L’ATTEINTE
DE LA CONNEXINE 30 : RUPTURE DE LA BARRIERE
ENDOTHELIALE DES VAISSEAUX INTRA-STRIAUX

(Martine Cohen-Salmon, Christine Petit ; en collaboration avec Paolo Meda,
Geneve)

Les connexines sont les constituants des canaux jonctionnels communicants
(gap junction channels), qui permettent 1’échange entre deux cellules voisines
d’ions ou de molécules d’une masse inférieure a 1 kDa (métabolites, seconds
messagers). Elles jouent un role essentiel dans 1’audition. En effet, des mutations
dans les génes codant différentes connexines (CX26, CX30, CX31, CX43) sont
responsables de surdités isolées ou syndromiques chez 1’homme. Pour tenter de
comprendre le role des jonctions communicantes dans 1’audition, nous avons
produit des lignées de souris déficientes pour les connexines majeures de I’oreille
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interne, connexine-26 et connexine-30 (en collaboration avec le groupe de Klaus
Willecke, Bonn).

Les souris Cx30” ont une surdité sévére, due en partie a I’absence de produc-
tion du potentiel endocochléaire par la strie vasculaire. Au sein de la strie vas-
culaire, la connexine-30 et la connexine-26 sont présentes dans les cellules épithé-
liales basales et intermédiaires, mais pas dans les cellules marginales. Chez les
souris Cx30”, nous avons observé une rupture de la barriere endothéliale des
capillaires qui irriguent la strie vasculaire, tandis que les autres épithéliums
limitant I’espace intrastrial ne sont pas affectés. Suit un impressionnant réarrange-
ment de ’endothélium et de la membrane basale de ces capillaires. A elle seule,
cette rupture de la barriére endothéliale suffit a rendre compte de I’absence de
potentiel endocochléaire, par la fuite de charges qu’elle occasionne dans 1’espace
intrastrial. La compréhension des mécanismes pathogéniques doit prendre en
compte le fait que les cellules endothéliales n’expriment pas la connexine 30 et
qu’elles ne communiquent pas par des jonctions gap avec les cellules intermé-
diaires et/ou basales de la strie qui, elles, expriment la connexine-30. Par consé-
quent, la rupture de leurs jonctions serrées est vraisemblablement a mettre sur
le compte de la libération de médiateurs provenant des cellules intermédiaires
et/ou basales, qui agiraient sur les cellules endothéliales. L’étude comparative du
transcriptome de la strie vasculaire chez les souris mutantes et sauvages a mis
en évidence, chez les souris mutantes, une diminution trés importante de 1’expres-
sion du gene de la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT) qui entraine
une forte élévation de la concentration locale d’homocystéine. Or, on sait que
I’élévation de 1I’homocystéine provoque des dysfonctionnements endothéliaux,
dont le mécanisme n’est qu’en partie €lucidé. La rupture de la barriere endothé-
liale des vaisseaux striaux constitue un nouveau mécanisme physiopathologique
de surdité héréditaire mis en lumieére.
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ENSEIGNEMENT

1. Enseignement au titre du Collége de France

1.a. Cours au College de France (6 heures)
Les jeudi 30 mars, 6 avril, 4 mai et 11 mai 2006

Transmission synaptique dans la cochlée et la rétine : D’affaire des
« rubans »

— Ruban synaptique et transfert de I’information sensorielle

— Role des rubans : formation, trafic, fusion des vésicules synaptiques...

— Physiologie moléculaire comparative des synapses a rubans et des
synapses conventionnelles (1)

— Physiologie moléculaire comparative des synapses a rubans et des

synapses conventionnelles (2)

1.b. Cours a I’étranger

e TUNIS — Tunisie (3 heures)
20 février 2006 Invitant : Professeur A. Abdeladhim BEN ABDELADHIM, Direc-
teur Général de I’Institut Pasteur de Tunis
« Synapses : spécificité morphofonctionnelle et moléculaire des synapses a rubans
de la cochlée »
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e SFAX — Tunisie (3 heures)
22 février 2006 — Invitants : Pr Hammadi Avapi, directeur général du Centre
de Biotechnologie et Pr Adnen Hammawmi, doyen de la Faculté de Médecine
« Physiologie et physiopathologie moléculaire des synapses de la cochlée »

1.c. Séminaires sous forme d’un colloque
College de France, 19 mai 2006
Conférenciers et programme : voir le site de la chaire

Les synapses a « rubans » : physiologie, dynamique moléculaire / Ribbon
synapses : physiology, molecular dynamics

Silvio RizzoL1 Synaptic vesicle recycling : insights from different systems
Henrique VON GERSDORFF Short-term plasticity at ribbon type synapses
Leon LAGNADO Fast and slow endocytosis at a ribbon synapse

William ROBERTS Frequency Dependence of Transmitter Release in Frog
Saccular Hair Cells

Jutta ENGEL Ca®* currents and synaptic specializations in neonatal and
mature inner and outer hair cells

Jonathan ASHMORE Imaging synaptic release at the cochlear inner hair cell
and the implications for the dynamic range problem

Elisabeth GLOWATZKI Dendritic regulation of afferent activity at the inner
hair cell ribbon synapse

Tobias MOSER Mechanisms underlying high temporal precision sound coding
at the hair cell ribbon synapse

Saaid SAFIEDDINE Otoferlin, defective in DFNB9 deafness, is essential for the
Ca**-triggered synaptic exocytosis at the auditory hair cell ribbon synapse

2. Enseignements autres

M2 Génétique Humaine et Neurobiologie (Erasmus), novembre 2005

« Hereditary sensory defects »

M2 Biologie Intégrative et Physiologie — Physiologie et physiopathologie
neurosensorielle, janvier 2006

« Transduction mécano-électrique dans les cellules sensorielles ciliées »

Ecole de PINSERM, 31-1-2006
Formation a la recherche médicale pour étudiants en médecine, odontologie et
pharmacie de 2° année.

PRINCIPAUX SEMINAIRES ET CONFERENCES SUR INVITATION 2005-2006

Kresge Hearing Research Institute, University of Michigan, Ann Harbor,
USA, 19-9-2005
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« Hereditary deafness : insights into the molecular and cellular mechanisms for
hearing »

Bristol-Myers-Squibb Colloquium, New York, USA, 19-10-2005
« From hereditary deafness to the molecular mechanisms of hearing »

Académie des Sciences, Budapest, Hongrie, 4-11-2005
« From hereditary deafness to the molecular mechanisms of hearing »

Association for Research in Otolaryngology (ARQ) Midwinter Meeting,
Baltimore, USA, 5/9-2-2006
« Otoferlin, defective in DFNB9 human deafness, is necessary for sensory hair
cells ribbon synapses exocytosis »

Euroconference « Sensory perception: Basic mechanisms and human
diseases », Institut Pasteur, Paris, 9 & 10-3-2006 (membre du comité scienti-
fique d’organisation)

« Surdité héréditaire : des genes responsables aux mécanismes moléculaires et
cellulaires de 1’audition »

Pro-Retina Research Colloquium : Retinal Degeneration — Illuminating
Molecular Complexities of the Retina, Potsdam, Allemagne, 7-4-2006
« Hereditary deafness : from genes to pathophysiology »

Conférence : Prix Louis-Jeantet de Médecine, Centre Médical Universitaire,
Geneve, Suisse, 27-4-2006
« Hereditary deafness : from the genes to molecular physiology »

Conférence pour la Cérémonie de remise du Prix, Fondation Louis-Jeantet,
Geneve, 28-4-2006
« Surdités : la part de ’hérédité »

Student and Postdoc Sponsored Seminar Series (SPSSS), Rockefeller Uni-
versity, New York, USA, 22-5-2006
« From hereditary deafness to the molecular mechanisms of hearing »

First Joint Meeting of the Cajal and Pasteur Institutes, Paris, 2-6-2006
« From human hereditary deafness to the cellular and molecular mechanisms
of hearing »

International Congress of the European Society of Pediatric Otorhinola-
ryngology (ESPO), Paris, 19-6-2006
« Genetics and hearing loss »





