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Cette année le cours n’a pas eu lieu.

actIvIté de recherche du LaboratoIre (2010-2011)

Les avancées les plus significatives réalisées au cours de l’année 2010-2011 ont
porté sur :

1. le rôle essentiel, d’abord de synaptotagmines, puis de l’otoferline, dans
l’exocytose des vésicules synaptiques par la cellule ciliée interne au cours de sa
maturation ;

2. l’identification d’une mutation du gène de l’otoferline dans une neuropathie
auditive familiale thermo-sensible ;

3. une transition morphologique de la région apicale des cellules ciliées externes
au cours du développement de la cochlée ;

4. la mise en évidence d’un complexe protéique ternaire (cadhérine-23,
harmonine-b, myosine Viia) associé au lien apical des stéréocils (tip-link) et
l’interaction de ce complexe avec les phospholipides membranaires ;

5. l’identification et la caractérisation d’une nouvelle protéine impliquée dans le
transport des connexines dans la cellule, la consortine ;

6. la caractérisation du rôle de la protéine sans, impliquée dans une forme
génétique du syndrome de Usher de type i, dans le complexe moléculaire associé
au lien apical des stéréocils (tip-link) ;

7. la caractérisation du rôle de la stéréociline dans le contact entre les stéréocils
des cellules ciliées externes et la membrane tectoriale, ainsi que comme composant
des liens entre stéréocils (top connectors) ;

8. la validation, pour le diagnostic moléculaire du syndrome de Usher, d’une
stratégie de séquençage exhaustif des exons codants de tous les gènes impliqués.
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Rôles respectifs des synaptotagmines et de l’otoferline
dans l’exocytose synaptique de la cellule ciliée interne
au cours de sa maturation
(Voir beurg et al., J. Neurosci, 2010)

avant l’âge d’apparition de l’audition, à environ 12 jours post-natals chez la
souris, l’exocytose synaptique des cellules ciliées internes immatures est déclenchée
par des potentiels d’action survenant spontanément dans ces cellules. Par la suite,
l’activité synaptique de ces cellules ne dépend plus que de variations graduelles du
potentiel électrique de membrane. elle se caractérise par une efficacité plus grande
des ions Ca2+ dans l’exocytose, ainsi que par une synchronisation accrue de la
libération du neurotransmetteur à partir de plusieurs vésicules. Cependant, on ignore
encore les acteurs moléculaires de cette transition. L’étude de l’exocytose synaptique
des cellules ciliées internes chez diverses souris mutantes déficientes pour une
synaptotagmine (1, 2, ou 7) ou pour l’otoferline a montré que cette dernière ne
devient indispensable à l’exocytose qu’à partir du quatrième jour de vie post-natale.
auparavant, on suspecte l’implication de synaptotagmines, mais aucune des
synaptotagmines 1, 2 ou 7 ne s’est avérée à elle seule indispensable à l’exocytose
dans ces cellules. en revanche, un rôle essentiel de la synaptotagmine 1 dans la
persistance de l’exocytose synaptique en cas de stimulation répétitive a été révélé
par l’analyse des souriceaux mutants dépourvus de cette isoforme. La disparition des
synaptotagmines 1 et 2 (les « senseurs » calciques les plus souvent impliqués dans
les synapses du système nerveux central) dans les cellules ciliées internes après l’âge
d’apparition de l’audition, exclut cependant la possibilité que ces isoformes puissent
jouer un rôle dans l’exocytose synaptique des cellules ciliées matures.

Identification d’une mutation du gène de l’otoferline (OTOF)
dans une neuropathie auditive familiale thermo-sensible
(Voir Marlin et al., Biochem Biophys Res Commun, 2010)

Les neuropathies auditives se caractérisent cliniquement par l’élévation du seuil
d’apparition des potentiels évoqués auditifs (Pea), et la préservation des otoémissions
acoustiques témoignant du bon fonctionnement des cellules ciliées externes.
L’existence d’une surdité transitoire, sévère ou profonde, déclenchée par la fièvre et
répondant à ces critères, chez trois enfants issus de parents consanguins, a permis
d’incriminer le gène OTOF grâce à une étude de la ségrégation de marqueurs
polymorphes de l’adn dans cette famille, suivie du séquençage des 48 exons de ce
gène chez les individus cliniquement atteints. Une mutation supprimant un acide
aminé dans la séquence de la protéine a été identifiée, à l’état homozygote, chez les
enfants atteints. Une étude biochimique et fonctionnelle de l’otoferline porteuse de
cette mutation, in vitro et dans un modèle murin, reste à faire.

Transition morphologique de la région apicale des cellules ciliées
externes au cours du développement de la cochlée
(Voir etournay et al., Development, 2010)

Les cellules épithéliales acquièrent des formes diverses, en rapport avec leurs
fonctions, diverses elles aussi. La cochlée comporte un contingent de cellules
sensorielles auditives, les cellules ciliées internes, qui transforment le son en signaux
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électriques transmis au nerf auditif. avant même cette étape, le son est prétraité par
un autre contingent de cellules cochléaires, les cellules ciliées externes, qui amplifient
la stimulation mécanique de l’épithélium sensoriel. en abaissant considérablement le
seuil de sensibilité auditive, cette étape d’amplification rend compte de l’aptitude du
système auditif des mammifères à détecter des sons dont l’énergie est à peine dix fois
supérieure à celle du bruit thermique. Tandis que la transduction mécano-électrique
s’effectue dans une structure apicale des cellules sensorielles, la touffe ciliaire,
l’amplification, selon l’hypothèse la plus communément admise, est due à la motilité
des parois latérales du corps cellulaire des cellules ciliées externes.

nous avons découvert et caractérisé une transition de forme de la région apicale
des cellules ciliées externes, qui survient au cours des premiers jours du
développement postnatal de la cochlée (entre 4 et 8 jours de vie) chez la souris. il
s’agit du passage d’un contour cellulaire uniformément convexe à un contour
comportant une partie non-convexe, qu’accompagne la formation de lobes situés de
part et d’autre. grâce à l’étude de souris mutantes chez lesquelles la touffe ciliaire
est fragmentée ou bien les stéréocils sont de taille anormale, nous avons montré que
cette transition de forme est dépendante de l’intégrité de la touffe ciliaire. de plus,
l’apparition concomitante d’une distribution polarisée de certaines protéines qui se
lient à l’actine, dont les myosines ii et la myosine Viia, suggère fortement l’existence
de mécanismes actifs impliquant des remaniements du cytosquelette sous l’effet de
tensions internes. Ces redistributions moléculaires contemporaines de la transition
de forme du pourtour apical des cellules ciliées externes n’ont pas lieu chez les
souris mutantes dont la touffe ciliaire présente des défauts de morphogenèse. La
présence de la myosine Viia et l’exclusion des myosines ii des régions lobulaires
sont en accord avec la loi de Laplace, et indiquent qu’à la baisse de la tension
membranaire en rapport avec l’absence des myosines ii est couplée une augmentation
de la pression transmembranaire qu’exercerait la myosine Viia. Ce remodelage
circonférentiel des cellules ciliées externes apparaît en même temps que la
structuration des parois latérales de ces cellules en un compartiment sous-
membranaire permettant la propagation des forces de l’électromotilité. Ces résultats
nous amènent à conclure que la transition morphologique découverte joue
vraisemblablement un rôle essentiel dans la transmission des forces apico-basales
de l’électromotilité des cellules ciliées externes à la touffe ciliaire de ces cellules
en créant les conditions d’un couplage mécanique optimal entre les deux structures.

Mise en évidence d’un complexe protéique ternaire (cadhérine-23,
harmonine-b, myosine VIIa) associé au lien apical des stéréocils
(Voir bahloul et al., Hum Mol Genet, 2010)

La cadhérine-23 est un composant des liens latéraux transitoires qui unissent les
stéréocils de la touffe ciliaire des cellules sensorielles de l’oreille immature, et
également des liens interstéréociliaires apicaux dans les cellules sensorielles
matures. Ces derniers jouent un rôle essentiel dans la transduction mécano-électrique
qu’effectuent les cellules sensorielles stimulées par un son. nous avons montré, par
des techniques de biochimie, que la cadhérine-23 interagit avec une forte affinité
avec la région n-terminale de l’harmonine, et qu’elle se lie également à la queue
de la myosine Viia in vitro. nous avons également montré que ces trois protéines
peuvent former un complexe ternaire. Ceci suggère que la myosine Viia exerce une
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tension sur les liens interstéréociliaires in vivo. enfin, nous avons montré, en
utilisant des liposomes, que ces trois protéines interagissent avec des phospholipides.
en particulier, l’harmonine et la région cytoplasmique de la cadhérine-23 se lient
spécifiquement au phosphatidyl-inositol 4,5-diphosphate (PiP2), que l’on détecte en
particulier dans la membrane des stéréocils.

Caractérisation d’une nouvelle protéine impliquée dans le transport
des connexines dans la cellule, la consortine
(Voir del Castillo et al., Hum. Mol. Genet., 2010)

L’adressage à la membrane plasmique de nombreuses protéines transmembranaires
nécessite, pense-t-on, leur reconnaissance par d’autres protéines qui interagissent
avec les protéines adaptatrices impliquées dans le transport antérograde à l’extrémité
distale de l’appareil de golgi. Par la technique de « double-hybride » chez la levure,
nous avons identifié une nouvelle protéine intégrale de membrane, la consortine,
comme un partenaire de liaison des connexines, les protéines constitutives des
jonctions intercellulaires communicantes. La consortine est présente dans le réseau
trans-golgien, dans des organelles tubulo-vésiculaires de transport, et à la membrane
plasmique. nous avons montré qu’elle interagit directement avec les protéines
adaptatrices gga1 et gga2 du réseau trans-golgien, et que cette interaction est
nécessaire à l’adressage de différentes connexines à la membrane plasmique.
L’inhibition de la synthèse de consortine par la technique « d’interférence arn »
dans des cellules HeLa entraîne l’accumulation intracellulaire de ces connexines,
qui ne sont plus adressées à la membrane plasmique, tandis qu’une déplétion
partielle de ces cellules en consortine ralentit la dégradation intracellulaire des
plaques jonctionnelles.

Caractérisation du rôle de la protéine Sans dans le complexe
moléculaire associé au lien apical des stéréocils (tip-link)
(Caberlotto et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 2011)

L’ouverture des canaux de la transduction mécano-électrique des cellules sensorielles
auditives est contrôlée par les liens apicaux des stéréocils (tip-links). Ces liens sont
constitués de cadhérine-23 et protocadhérine-15, qui sont codées par les gènes
responsables des formes UsH1d et UsH1F du syndrome de Usher de type 1. nous
avons montré que la protéine codée par le gène UsH1g, sans, qui est vraisemblablement
une protéine d’échafaudage, interagit in vitro avec les domaines cytoplasmiques de la
cadhérine-23 et de la protocadhérine-15, et n’est plus présente dans la touffe ciliaire
de souris mutantes dépourvues de l’une ou l’autre de ces cadhérines, ce qui valide
ces interactions in vivo. grâce à l’étude morphologique et électrophysiologique de
souris mutantes conditionnelles qui perdent la protéine sans dans les cellules ciliées
après la période de maturation de la touffe ciliaire, nous avons pu montrer que la
protéine sans est un constituant du complexe moléculaire associé au lien apical (tip-
link), dont elle conditionne le maintien dans les cellules matures. Chez ces souris
mutantes, les stéréocils des petite et moyenne rangées régressent jusqu’à presque
disparaître, ce qui suggère que la machinerie de transduction mécano-électrique, qui
est contrôlée par le lien apical, exerce un rôle activateur sur la polymérisation des
filaments d’actine au sommet des stéréocils de ces deux rangées.
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Caractérisation du rôle de la stéréociline dans le contact
entre les stéréocils des cellules ciliées externes et la membrane
tectoriale, ainsi que comme composant des liens entre stéréocils
(top connectors)
(Voir Verpy et al., J. Comp. Neurol., 2011)

La stéréociline est la protéine défectueuse dans la forme de surdité récessive
dFnb16. nous avons étudié la distribution de cette protéine chez la souris au cours
de la maturation des cellules sensorielles de l’oreille et dans l’oreille mature, par
immunofluorescence et en microscopie électronique. La stéréociline est associée à
deux structures particulières de la touffe ciliaire des cellules ciliées externes
matures : d’une part les liens interstéréociliaires latéraux (top connectors) qui
unissent les régions apicales des stéréocils adjacents, et d’autre part les attaches des
stéréocils de la grande rangée à la membrane tectoriale sus-jacente. Chez les souris
mutantes dépourvues de stéréociline, les liens interstéréociliaires latéraux ne se
forment pas et la cohésion de la touffe ciliaire des cellules ciliées externes se
détériore après 10 jours de vie. Par ailleurs, ces souris ont perdu l’empreinte
normalement laissée par les stéréocils les plus grands à la face inférieure de la
membrane tectoriale, en accord avec la perte des liens d’ancrage à cette membrane.
À partir de deux semaines de vie, les liens interstéréociliaires apicaux (tip-links)
disparaissent progressivement et une surdité sévère s’installe.

Validation, pour le diagnostic moléculaire du syndrome de Usher,
d’une stratégie de séquençage exhaustif des exons codants
de tous les gènes impliqués
(Voir bonnet et al., Orphanet J. Rare Dis., 2011)

À ce jour, 9 gènes ont été identifiés pour les trois formes cliniques du syndrome
de Usher : UsH1, UsH2, UsH3. Les stratégies actuelles de diagnostic moléculaire
de ce syndrome utilisent des puces diagnostiques qui intègrent les mutations déjà
identifiées. nous avons séquencé, par la méthode de sanger, les 366 exons codants
et régions introniques flanquantes correspondant à ces 9 gènes, chez 54 individus
atteints du syndrome de Usher (27 UsH1, 21 UsH2 et 6 UsH3). des mutations
bialléliques ont été trouvées chez 39 patients (72 %) et des mutations monoalléliques
chez 10 patients supplémentaires (18,5 %). Chez 7 patients (13 %), en plus des
mutations bialléliques dans un de ces gènes, des mutations présumées pathogènes
ont été détectées dans un autre gène. surtout, les autres méthodes de diagnostic
moléculaire actuellement en usage n’auraient détecté que 30 des 81 mutations
identifiées par notre étude, dont 39 (48 %) n’avaient pas été décrites précédemment.
Cette stratégie de séquençage complet, chez tout individu atteint de la maladie, des
exons codants de tous les gènes impliqués jusqu’à présent, représente donc une
amélioration certaine de l’efficacité du diagnostic moléculaire de cette maladie, ce
qui est d’une grande importance dans la perspective d’une thérapie génique.
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