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Tableau 1. Liste des protéines les plus couramment impliquées dans des surdités génétiques 

chez l'Homme.
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Chapitre 1 : Principes de base 

 

 

1. L'acoustique du son 

 

 Le son est une onde mécanique qui se propage par la compression et la distension 

des molécules du fluide du milieu de propagation qui vibrent autour de leur état d'équilibre. 

La variation de pression entre la compression et la distension va définir ce que l'on appelle 

scientifiquement l'intensité du son et plus communément le volume sonore.  

 

 On mesure l'intensité du son en newtons / mètre² définit en pascals (Pa= N/m2). Mais 

l'échelle que l'on utilise le plus souvent pour parler de l'intensité d'un son est le décibel. 

C'est une échelle logarithmique basée sur une valeur de pression référence (Pref) qui 

correspond à la plus petite pression du son détectable par l'oreille humaine. Cette valeur 

dépend donc du milieu de propagation mais historiquement elle est basée sur celle de l'air 

qui est de 20 µN/m². On détermine alors l'intensité du son par cette formule : 

 

dB SPL = 20 log10 (Pmesurée/Pref) 

 

SPL = Sound Pressure Level 

Pmesurée= Pression acoustique mesurée 

Pref= Pression minimale de référence dans l'air de 20 µPa 

 

On peut parler aussi de Puissance acoustique (W/m²) = (Pa)² 

 

 Ainsi une pression d'une onde sonore de 20 µN/m² donnera 20 log10 (1) = 0 dB SPL 

pour une fréquence 1kHz, correspondant au seuil théorique de l'oreille humaine. La valeur 

de 120 dB SPL correspond au maximum de détection de l'oreille humaine et se situe dans 

une zone de douleur et de destruction pour nos oreilles. 
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Figure 1. Seuils auditifs et échelle des pressions 

acoustiques en dB. 

d'après Bruitpedia : 

https://www.bruitparif.fr/l-echelle-des-decibels/ 

L'échelle des pressions acoustiques en dB SPL est 

associée à des environnements représentant 

approximativement le niveau d'intensité sonore. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Une onde sonore dépend de la compressibilité des molécules du milieu de 

propagation. En absence de support physique, le son ne se propage pas dans le vide. La 

célérité d'une onde sonore dépend du milieu de propagation, par exemple elle est de 340 

m/s dans l'air et de 1 500 m/s dans l'eau.  La célérité dépend aussi d'autres facteurs comme 

la température, la pression atmosphérique, la densité du support etc. 

Les différences de compression des molécules de deux milieux produisent une barrière 

physique à la propagation de l'onde sonore. L'impédance acoustique d'un milieu se définit 

par sa résistance à propager une onde sonore et s’exprime en N.sec/m3. Ainsi l'impédance 

de l'air est de 400 N.sec/m3 et celle de l'eau est de 1,5 x106N.sec/m3. Une pression d'onde 

sonore dans l'air aura 3 750 fois moins d'impact à la surface de l'eau, c'est-à-dire que si vous 

avez la tête sous l'eau vous n'entendrez que très peu les bruits émis très proche de vous 
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dans l'air, en revanche du fait de la célérité du son dans l'eau vous entendrez des bruits émis 

de très loin dans l'eau. 

 L'onde sonore se définit aussi par sa fréquence qui correspond au nombre de 

périodes de l'onde par unité de temps, définit en Hertz (1 Hz = 1 période/seconde). En 

musique on parlera de hauteur ou de ton, plus la fréquence est élevée plus la hauteur est 

grande. Les sons avec des fréquences élevées seront perçues comme des sons plus aigus 

alors que les sons avec des fréquences basses comme des sons graves.  

Le champ auditif humain est compris en 20 Hz et 20 kHz. En dessous de 20 Hz, on appelle 

cela les infrasons et au-dessus de 20 kHz, des ultrasons. Par comparaison le champ auditif 

des souris se situe entre 1 kHz et 70 kHz. Pourtant parmi ces fréquences seule une partie est 

utilisée quotidiennement pour la communication, chez l'Homme cela se situe entre 1 et 3 

kHz, on appelle ce champs la zone conversationnelle.  

 

 

 

Figure 2. Représentation théorique d’une onde. Une onde se définit par son amplitude, qui correspond à la 

différence entre le sommet positif de l'onde et le creux négatif, et sa fréquence qui correspond au nombre de 

périodes T par unité de temps (fréquence par seconde f = 1/T en Hz). 
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 L'intensité sonore est indépendante de sa fréquence au contraire de sa vitesse de 

propagation. En effet, la vitesse de propagation d’une onde est dépendante de la fréquence 

vibratoire, on observe que les ondes sonores de basses fréquences se propagent beaucoup 

plus vite et plus loin que celles de hautes fréquences. Cela s’explique par le fait que les 

particules se déplacent à une vitesse constante, plus la fréquence augmente plus les 

particules doivent parcourir de distance pour une même distance parcourue par l’onde. 

 

 

Figure 3. Propagation de deux ondes de deux fréquences différentes. Les ondes 1 et 2 ont la même 

amplitude (intensité), mais elles ont une fréquence différente. L'onde 1 a une fréquence d'environ 3 Hz et l'onde 2 

d'environ 0,667 Hz. 

 

 La plupart des sons sont des signaux acoustiques complexes composés de plusieurs 

ondes sonores additionnées. Pour analyser les sons complexes, on utilise la transformation 

de Fourier qui permet de décomposer un son complexe en ses fréquences fondamentales et 

ainsi obtenir ce que l'on appelle le spectre du signal acoustique. Ce spectre nous donne 

uniquement les fréquences et les intensités des ondes qui composent le son complexe. 
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Figure 4. Décomposition d'un son complexe. D'après Bach (Bach and Meigen, 1999). Un son complexe (en 

haut) est décomposé en ses fréquences fondamentales (en bas) et représenté en spectre après une transformée 

de Fourrier (à droite). 

 

2. Epidémiologie de la surdité 

 Selon l'OMS il y a actuellement dans le monde plus de 5% de la population mondiale 

qui sont atteints de surdité incapacitante soit 430 millions d'adultes et 34 millions d'enfants. 

Un chiffre qui pourrait doubler d'ici 2050 et atteindre même les 10 % de la population 

mondiale. Etant donné le rôle essentiel de l'ouïe dans la communication, il a été observé de 

nombreux impacts de la surdité sur la vie des gens au niveau cognitif (isolement social, 

solitude, dépression…) mais également au niveau social (accès à l'éducation, à un travail…). 

C'est donc un enjeu majeur pour le futur qui s'axe principalement sur la prévention et sur le 

dépistage très précoce des surdités. 

 

3. Dépistage de la surdité chez l’Homme  

 La surdité se définit par un seuil absolu supérieur à 26 dB (zone fréquence 

conversationnelle entre 1 et 3 kHz) et se classe en plusieurs catégories : surdité légère (26 à 

40 dB), modérée (41 à 55dB), modérément sévère (56 à 70 dB), sévère (71 à 90dB) et 

profonde (>91dB) (Koffler et al., 2015).  
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 Pour dépister ces surdités, une des méthodes les plus utilisées est la mesure des 

otoémissions acoustiques (OEAs) correspondants à des émissions acoustiques (échos) de 

faibles amplitudes produites par la cochlée en réponse à une stimulation sonore (Kemp, 

1978).  Il existe deux types de test : les otoémissions acoustiques évoquées transitoirement 

(transient otoacoustic emissions) et les produits de distorsion (Distorstion product 

otoacoustic emission). Le premier consiste en une stimulation d'un bruit blanc directement 

dans l'oreille et à l'observation de ces faibles OEAs avec un délai de plusieurs millisecondes. 

Et le second test consiste en la stimulation simultanée de deux sons purs de fréquences 

différentes : f1 et f2 où f1<f2 et f2/f1 = 1,2. L'énergie combinée des deux sons purs va produire 

de faibles émissions à plusieurs fréquences différentes, les fréquences de produit de 

distorsion, mais celle qui est le plus souvent mesurée est égale à fDP = 2f1-f2. En quantifiant 

l'intensité du son reçu à cette fréquence on peut donc estimer l'activité de la cochlée à 

capter les sons.  Ces méthodes sont rapides, peu invasives et peu coûteuses mais en 

revanche elles ne permettent pas de détecter toutes les surdités notamment les 

neuropathies.  

 Le test des potentiels évoqués auditifs (PEA ou Auditory Brainstem Responses en 

anglais) est également très utilisé pour le dépistage des surdités. Cette technique permet de 

mesurer l'activité électrique des voies nerveuses du nerf auditif sortant de la cochlée 

jusqu'au tronc cérébral via une électrode posée sur le vertex (crâne).  

 

Figure 5. Audiogrammes représentant les pertes auditives moyennes (en dB) d'un individu moyen à 

différentes fréquences chez l'Homme en fonction de l'âge. D'après : cochlea.eu/exploration-fonctionnelle.  

Les audiogrammes, d'une même personne, évoluent au cours du temps du fait de la perte auditive liée à l'âge. A 

20 ans, on estime l'apogée de la fonction auditive chez l'Homme qui se dégrade ensuite progressivement en 

impactant préférentiellement les sons de haute fréquence. 
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Chapitre 2 : Le système auditif  

chez les mammifères 

1. L'oreille externe 

 

 Seule partie visible de l'oreille, elle est composée d'une partie cartilagineuse le 

pavillon auriculaire ou auricule qui donne sur une cavité, la conque, et aboutit sur le conduit 

auditif externe. L’élasticité et les courbes du pavillon auriculaire ainsi que la résonnance de 

la cavité formée par la conque permettent d’intensifier la pression au niveau de la 

membrane tympanique pour augmenter le transfert d’énergie vers l’oreille moyenne. Mais 

ce n’est pas le seul rôle de l’oreille externe, en effet, il a été observé que la forme 

particulière du pavillon et de la conque avec leurs courbes et leurs rebords jouent aussi un 

rôle dans la localisation d’un son. Si un son provient du côté opposé de l’oreille sa trajectoire 

sera ralentie par ses courbes et ses rebords qui augmenteront le délai de réponse entre les 

deux oreilles et diminueront son intensité (plus une onde sonore parcourt une distance 

importante plus elle s’atténue).  

 

 

Figure 6. Dessin anatomique de l'oreille externe, d'après Pienkowski (2015). L'oreille externe est composée 

du pavillon, de la conque et du conduit auditif externe. 
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2. L’oreille moyenne 

 Le rôle de l’oreille moyenne est de transmettre l’énergie du son perçue par les 

vibrations de la membrane tympanique jusqu’à la fenêtre ovale de la cochlée de l’oreille 

interne. A cet effet l’oreille moyenne dispose de 3 petits osselets appelés marteau, enclume 

et étrier. L'oreille moyenne joue le rôle important d'adaptateur d'impédance entre le milieu 

aérien et le milieu aqueux de la cochlée. Il y a un rapport de surface (20 fois) entre la 

membrane tympanique (60 mm² chez l'Homme) et la membrane de la fenêtre ovale 

(3,2mm²). De plus, le bras reliant le marteau à l’enclume étant plus grand que le bras reliant 

l’enclume à l’étrier (2,1 fois plus grand chez l'Homme) permet de créer un effet levier qui 

augmente également la pression de l’énergie de l’onde perçue sur la fenêtre ovale. Cette 

architecture permet de compenser en partie la différence d'impédance acoustique entre le 

milieu aérien extérieur et le milieu aqueux intra-cochléaire.  Il est à noter que le marteau et 

l'étrier sont associés à des petits muscles permettant de contrôler la tension du tympan et 

de la fenêtre ovale. La contraction de ces muscles réalise ce que l'on appelle le réflexe 

stapédien qui vise à atténuer le niveau d'intensité des sons transmis à l'oreille interne.   

 

 

Figure 7. Dessin anatomique de l'oreille moyenne, d'après Pienkowski (2015). On retrouve dans l'oreille 

moyenne la membrane tympanique associée aux trois osselets : le marteau, l'enclume et l'étrier. 
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3. L’oreille interne  

 L'oreille interne renferme les cellules sensorielles du système auditif et vestibulaire. 

Elle est composée de la cochlée, l'organe de l'ouïe et du vestibule, l'organe de l'équilibre. 

 

 

Figure 8. Dessin anatomique de l'oreille interne, d'après Pienkowski (2015). Dans l'oreille interne se trouve la 

cochlée, l'organe de l'audition, et du vestibule (composée de l'utricule, saccule et des canaux semi-circulaires) qui 

constitue l'organe de l'équilibre. 
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A. La cochlée 

 

 La cochlée est une cavité osseuse en spirale entourée de la capsule tympanique et 

encastrée profondément dans l'os temporal ressemblant étrangement à la coquille d'un 

escargot d'où son nom venant du grec "kochlias" signifiant coquillage en spiral, escargot.  

Cette cavité est divisée en 3 scalae que l'on appelle aussi canaux ou rampes. Les deux 

rampes les plus extérieures, la rampe vestibulaire et la rampe tympanique, sont séparées 

par la rampe cochléaire entre eux tout le long de la spirale.  

 La rampe vestibulaire et tympanique se rejoignent tout au bout au niveau de 

l'hélicotréma, c'est pourquoi elles contiennent le même fluide que l'on appelle la 

périlymphe, qui dans sa composition est très similaire à un liquide extracellulaire (riche en 

Na+ 140mM et pauvre en K+ 5mM et Ca2+ 1,2mM) et possédant un potentiel plutôt neutre 

(0mV) (Fettiplace, 2017). La rampe vestibulaire commence au niveau de la fenêtre ovale et 

comme son nom l'indique communique également avec le vestibule. Alors que la rampe 

tympanique, elle, commence au niveau de la fenêtre ronde.  

 La dernière rampe, la rampe cochléaire ou médiane, est complètement isolée du 

reste de la cochlée. Elle est séparée de la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner et 

de la rampe tympanique par la membrane basilaire. Une des raisons de cet isolement est la 

composition particulière du fluide qui y circule l'endolymphe, un liquide très riche en K+ 

(150mM) et pauvre en Na+ (1mM) possédant un potentiel positif (+80mV par rapport à la 

périlymphe) qui fait penser à un liquide intracellulaire. Cette forte concentration en ions K+ 

est maintenue activement par la strie vasculaire, riche en pompes ioniques Na/K-ATPase 

(pour revue voir Ferrary (2007)). 
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Figure 9. Dessins représentatifs des rampes de la cochlée, d'après Pickles (2013). Le dessin du dessus est 

une coupe transverse de la cochlée où l'on peut observer les trois rampes qui composent la cochlée. Le dessin 

en bas représente schématiquement le canal cochléaire ainsi que les rampes vestibulaire et tympanique s'ils 

étaient complètement déroulés. 

 

 Dans cette rampe cochléaire se trouve l'organe de Corti qui repose sur la membrane 

basilaire. L'organe de Corti est l'épithélium sensoriel qui permet la transduction du son par 

des cellules mécano-réceptrices : les cellules ciliées. Deux types de cellules ciliées le 

composent, tout d'abord une rangée de cellules ciliées internes CCI (environ 3 500 chez 

l'homme et 800 chez la souris), suivi de 3 jusqu'à 5 rangées de cellules ciliées externes CCE 

(12 000 chez l'homme et 2 500 chez la souris ; (Glueckert et al., 2005)). Les cellules ciliées 



CHAPITRE 2 LE SYSTÈME AUDITIF INTRODUCTION 

14 
 

sont entourées de cellules de soutien qui ont tout d'abord un rôle structurel pour maintenir 

en place les cellules ciliées mais aussi elles auraient des rôles fonctionnels sur le maintien de 

l'homéostasie extracellulaire, la synaptogenèse, la polarité planaire des cellules ciliées et 

également sur l'élimination et la régénération des cellules ciliées endommagées (Li–dong et 

al., 2008; Wan et al., 2013). Les cellules de Deiters (ou cellules phalangiennes externes) sont 

les cellules de soutien qui maintiennent les CCEs dans leur position, elles sont le lien entre la 

membrane basilaire et les externes, elles joueraient le rôle d'amortisseur des oscillations 

mécaniques des CCEs (Dulon et al., 1994). Les CCIs, elles, sont maintenues à la membrane 

basilaire par les cellules bordant des internes du côté médial (Inner border cells) et par les 

cellules phalangiennes internes du côté latéral (vers les externes), ces cellules joueraient le 

rôle de cellules gliales captant le glutamate dans la fente synaptique par l'action du 

transporteur GLAST (Glowatzki et al., 2006).  Les cellules du pilier interne et externe 

séparent les CCIs et les CCEs et créent un espace que l'on appelle le tunnel de Corti. Enfin on 

peut noter aussi les cellules de Hensen, de Claudius et de Boettcher dont le rôle n’est pas 

encore bien connu mais bordent le côté latéral des CCEs. 

 

 

Figure 10. Dessin d'une coupe transverse de l'organe de Corti, d'après Pickles (2013). 
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Comme leur nom l'indique, les cellules ciliées possèdent des stéréocils au niveau de 

leur surface apicale. Le mouvement pendulaire ou déflexion des stéréocils entraînent 

l'ouverture de canaux mécano-sensibles permettant la transduction du signal mécanique en 

signal électrique. Cette transduction mécano-électrique se réalise à la fois au niveau des CCIs 

et des CCEs mais ce sont les CCIs quasi-exclusivement qui vont réaliser une transmission 

synaptique vers les fibres afférentes du nerf auditif. Les CCEs ont un rôle d'amplificateur 

mécanique du signal acoustique (otoémissions) par une transduction secondaire 

électromécanique utilisant la prestine (Zheng et al., 2000a). 

 

 Le mouvement des stéréocils est impulsé par la membrane tectoriale, une structure 

protéique acellulaire se situant au-dessus des stéréocils. Grâce aux travaux de Georg von 

Békésy sur la théorie de l'onde propagée cochléaire dans les années 50-60 (récompensé par 

un prix Nobel en 1961), on sait que l'élasticité de la membrane basilaire varie le long de 

l'organe de Corti. Elle diminue de la base (hautes fréquences) vers l'apex (basses 

fréquences).  Les ondes traversant la rampe tympanique augmentent d'amplitude le long de 

la membrane basilaire jusqu'à ce que l'élasticité de celle-ci ne suffise plus à supporter leur 

fréquence et diminuent drastiquement ensuite ; expliquant l'encodage des sons à hautes 

fréquences à la base de la cochlée et les basses fréquences à l'apex.  Cependant, les seules 

propriétés mécaniques de la membrane basilaire ne suffisent pas à expliquer la finesse des 

courbes d'accords neurales et mécaniques enregistrées in vivo. C'est l'action d'amplification 

électromécanique des CCEs tout le long de la membrane basilaires (agissant comme des 

résonateurs en série) qui donne toute la finesse résolutive des courbes d'accords (pour 

revue voir Pickles (2013)).   

 

B. Cellules ciliées internes 

 

 Les cellules ciliées internes ont une forme de poire (piriforme), elles ont une longueur 

d’une trentaine de micromètres et une largeur de 10 µm de diamètre au maximum, ces 

dimensions étant quasi constantes tout le long de la membrane basilaire. Elles encodent la 

fréquence et l’intensité du signal acoustique en signal électrique au niveau des synapses à 

ruban associées au fibres afférentes du nerf auditif. Elles ont 3 rangées de stéréocils plutôt 

linéaires encrées dans la plaque cuticulaire. Ces trois rangées présentent des cils qui 
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augmentent de taille en escalier de l'intérieur (côté neural) vers le côté extérieur (latéral). 

Ces stéréocils ont une forme en U aplati. A leur pôle apical, coté plaque cuticulaire, les CCIs 

ont un diamètre plus resserré probablement dû à la tension mécanique des jonctions serrées 

et adhérentes entre les CCIs et leurs cellules de soutien. Ces jonctions assurent une 

étanchéité entre périlymphe et endolymphe mais aussi une cohésion mécanique. 

Bizarrement, le corps cellulaire piriforme des CCIs a un côté arrondi ou gonflé (relâché) du 

côté neural et plutôt rectiligne ou tendu du côté pilier. Cette asymétrie pourrait s'expliquer 

par la tension physique importante des piliers formant le tunnel de Corti. Par ailleurs, une 

étude récente met en évidence un couplage électrique possible entre les CCIs par un 

mécanisme de couplage membranaire basolatéral qui permet aussi la diffusion de 

macromolécules entre CCIs (Jean et al., 2020).  Ce couplage membranaire, dont les bases 

moléculaires restent encore à définir, pourrait permettre aux CCIs de fonctionner en 

syncytium.  

Les zones actives (ZA) des CCIs, faisant face aux boutons synaptiques des fibres afférents 

du nerf auditif, présentent des structures présynaptiques très particulières, qui apparaissent 

denses aux électrons en microscopie électronique et que l’on appelle rubans. Ces rubans 

permettent de concentrer les vésicules synaptiques glutamatergiques au niveau de la ZA 

pour faciliter et fluidifier leur trafic vers leur site de fusion.  Il y a entre 6 et 20 synapses 

afférentes par CCI, ce chiffre variant selon la tonotopie et l’espèce. En effet, chez la souris 

dans les fréquences les mieux perçues (12-32 kHz, milieu-apical), il y a le plus grand nombre 

de rubans et ce nombre diminue en courbe en cloche vers les plus basses et les plus hautes 

fréquences (Meyer et al., 2009). 

 

C. Cellules ciliées externes 

 

 Les cellules ciliées externes (CCEs) ont une forme de tube cylindrique de diamètre 6 à 

7 µm et dont la longueur augmente de la base vers l'apex de la cochlée de 25 µm environ à 

45 µm chez la souris.  Elles possèdent également 3 rangées de stéréocils organisées en V ou 

W mais contrairement aux CCIs elles ne transmettent pas l'information acoustique vers les 

centres nerveux car elles ne forment quasiment pas de connexions synaptiques avec les 

fibres afférentes de type I du nerf auditif. Elles sont connectées par des fibres afférentes de 

type II qui aurait un rôle dans la nociception auditive (Liu et al., 2015). 
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 Les CCEs, grâce à leurs propriétés électromécaniques permettent d’amplifier le signal 

acoustique incident et jouent le rôle de résonateurs en série. Pour remplir cette fonction, les 

CCEs expriment le long de leur membrane basolatérale une protéine moteur piézoélectrique 

unique, la prestine (Zheng et al., 2000a).  Ce moteur est une protéine transmembranaire qui 

est encodée par le gène SLC26A5 et apparentée à un transporteur d'anions. En réponse à 

des changements de voltage transmembranaire suite à la déflection des stéréocils, la 

prestine change de conformation et produit une diminution de l’aire de la membrane 

basolatérale, cela se traduit par une réduction de la taille globale de la CCE lors d’une 

dépolarisation du potentiel de membrane et, en revanche, une augmentation de la taille 

globale de la CCE lors d’une hyperpolarisation (Holley et al., 1992; Matsumoto and Kalinec, 

2005). Ce processus est à la base des otoémissions acoustiques.  La membrane basolatérale 

des CCEs contient aussi un cortex d'actin-F capable de modifier sa tension mécanique sous 

l'action du Ca2+ intracellulaire, correspondant à un rétrocontrôle négatif de l'électromotilité 

prestine-dépendante (Dulon et al., 1990; Dulon and Schacht, 1992). 

 Il est à noter que les CCEs sont essentiellement contactées par des fibres efférentes 

cholinergiques issues de l'olive supérieure médiane qui contrôlerait leur activité mécanique.  

Les CCEs expriment des récepteurs cholinergiques très particuliers de type nicotinique 

(nAChRs) composés des sous-unités α9-α10 (Elgoyhen et al., 1994; Elgoyhen et al., 2001) 

perméables aux ions Ca2+ (Blanchet et al., 1996). 

 

D. Le vestibule 

 

 Le vestibule est constitué de l’utricule et du saccule mais dans le système vestibulaire 

on peut y rajouter aussi les 3 canaux semi-circulaires. Tout comme la cochlée, le vestibule 

possède aussi des cellules ciliées divisées en 2 types. Le type I, qui sont des cellules en forme 

d'amphore entourées par une terminaison nerveuse afférente en calice et le type II qui sont 

des cellules plutôt cylindriques avec des boutons synaptiques des fibres nerveuses 

afférentes. Le système vestibulaire permet de détecter l’orientation de la tête dans l’espace 

grâce aux mouvements liquidiens des canaux semi-circulaires qui sont disposés dans les trois 

plans de l’espace et communiquent avec l‘épithélium sensoriel où reposent les cellules 

ciliées, appelé la macula, de l’utricule et du saccule. La macula de l’utricule permet de 

détecter l’orientation horizontale et celle du saccule l’orientation verticale. L’intérieur de la 
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macula est recouvert d’une couche gélatineuse parsemés de petits cristaux de carbonate de 

calcium (CaCO3) que l’on appelle otolithes ou organes otolithiques permettant 

d’appréhender l’inertie, la sensation d’accélération linéaire de la tête (Khan and Chang, 

2013).  

E. Le nerf auditif 

 

1. Voie afférente 

 

 Les fibres afférentes nerveuses provenant du nerf auditif sont localisées au cœur de 

la cochlée dans le modiolus. Ce sont des neurones majoritairement bipolaires avec leur 

corps dans le ganglion spiral projetant leur dendrite vers les cellules ciliées et leur axone vers 

les cellules des noyaux cochléaires dorsaux et ventraux. Il y a environ 30 000 fibres en 

moyenne chez l’homme et pas loin de 16 000 fibres chez les rongeurs (Nadol, 1988). 90 à 

95% des fibres afférentes sont de type I. Chaque fibre afférente de type I est spécifiquement 

associée à une CCI ce qui renforce la tonotopie le long de la cochlée. Ce sont des fibres 

myélinisées épaisses qui peuvent avoir une variabilité de réponse en intensité et vélocité 

permettant de transmettre différents aspects du stimulus acoustique comme le timing, 

l’intensité et la fréquence qui le composent (Fuchs and Glowatzki, 2015). Les pics de 

réponses dus au signal acoustique se superposent à une activité spontanée des fibres 

générée par des potentiels excitateurs postsynaptiques (EPSPs), cette activité spontanée est 

très hétérogène selon les fibres. Il a été décrit chez le chat que les petites fibres afférentes 

ont une faible activité spontanée mais un haut seuil d’activation et sont souvent associées à 

de gros rubans présynaptiques que l’on retrouve côté modiolus, à l’inverse des grosses 

afférences qui ont une forte activité spontanée et de petits seuils d’activation et sont 

associées elles aux petits rubans présynaptiques côté latéral (Liberman, 1978; 1982b; a). Ces 

fibres afférentes innervent majoritairement les CCI du côté où elles se projettent c’est-à-dire 

le côté modiolus (66%) et minoritairement du côté latéral (33%). Elles possèdent 

principalement des récepteurs AMPA qui sont sensibles au glutamate relargué par les 

vésicules synaptiques des CCIs (Puel, 1995). L'encodage de l'intensité acoustique se 

réaliserait par un relargage synchrone d'un nombre croissant de vésicules synaptiques, c’est 

ce qu’on appelle la théorie multivésiculaire (Fuchs and Glowatzki, 2015).  Ce relargage 
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multivésiculaire augmente avec la probabilité d'ouverture des canaux calciques dépendants 

du voltage et implique comme calcium senseur l'otoferline (Vincent et al., 2018).  

 Le 5 à 10% des fibres restantes sont de type II, elles proviennent également du ganglion 

spiral mais en passant par le tunnel de Corti font un virage vers la base de la cochlée pour 

innerver quelques dizaines de micromètres plus loin les CCEs. Elles sont de fines fibres non-

myélinisées très faiblement activée et peu sensible au son. On suppose qu’elles auraient un 

rôle de nocicepteurs et qu’elles ne s’activeraient que lorsque les CCE seraient endommagées 

en captant de l’ATP via des récepteurs purinergiques P2X et P2Y (Liu et al., 2015). 

 

 

Figure 11. Représentation schématique de l'innervation de l'organe de Corti, d'après Meyer and Moser 

(2010). En bas à droite, le dessin représente une fibre avec une faible activité spontanée et un seuil élevé 

associée avec un gros ruban du côté du modiolus (côté interne) et du côté latéral externe de la CCI une fibre 

afférente avec une forte activité spontanée et un seuil d'activation bas associée à un petit ruban synaptique. On 

peut aussi observer les fibres efférentes issues de l'olive latérale supérieure régulant l'activité des boutons 

synaptiques afférents (pour revue voir Nouvian et al. (2015)). 

 

2. Voie efférente 

 Globalement, il existe deux types de fibres efférentes : celles issus de l'olive médiane 

supérieure qui projettent sur les CCEs et celles issues de l'olive latérale supérieure qui 

contactent les boutons afférents synaptiques sous les CCIs.  Le système efférent médian 

permet un rétrocontrôle cholinergique de l’amplification cochléaire des CCEs. Les fibres 

efférentes latérales contrôle l'activité spontanée et évoquée des fibres afférentes par une 

voie dopaminergique et cholinergique (voir revue Eybalin et al. (1993) ;(Ruel et al., 2007; 

Elgoyhen and Katz, 2012)). 
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Chapitre 3 : La transduction du son 

 

A. La mécano-transduction 

1.   Les stéréocils  

 Les stéréocils sont des tubes de 200 nm de diamètre pour les CCEs et presque le 

double pour les CCIs, composés d’un réseau organisé de filaments d’actine dense. Ces 

filaments d’actine sont reliés entre eux par des protéines de pont, dont la Plastine-1, la 

Fascine-1 et l’Espine, qui permettent une organisation hexagonale dense de ces 

microfilaments à l’intérieur du stéréocil (Zheng et al., 2000b; Shin et al., 2010). Les stéréocils 

forment 3 rangées en escalier dont les stéréocils les plus hauts sont orientés vers le côté 

latéral externe de la cochlée. Les stéréocils d’une même rangée sont de taille identique et 

orientés parallèlement suggérant que leur hauteur et leur orientation planaire sont 

extrêmement bien contrôlées et régulées (Ezan and Montcouquiol, 2014). Plusieurs 

protéines ont été identifié comme acteur de ce contrôle dont les protéines EPS8, Myosine 

XVa et la whirline présentes en abondance au bout apical des stéréocils et semblent toutes 

trois requises pour une taille normale des stéréocils (Belyantseva et al., 2005; Hertzog et al., 

2010; Manor et al., 2011; McGrath et al., 2017). Pour la polarité planaire des stéréocils des 

cellules ciliées,  les protéines Vangl2 and Scrb1 sont essentielles (Montcouquiol et al., 2003). 

 Ces stéréocils s’ancrent à la partie apicale des CCIs et CCEs dans la plaque cuticulaire. 

Cette plaque cuticulaire est un maillage de filaments d'actine dense également composé de 

protéines de structure comme la tropomyosine, l’α-actinine, certaines myosines, la fimbrine, 

la profiline (Goodyear RJ et al., 2006) et notamment la protéine TRIOBP qui permet 

l'entremêlement des filaments d’actine (Kitajiri et al., 2010). 

 Ces stéréocils sont reliés entre eux par des filaments extracellulaires d'environ 150 

nm de longueur et 10 nm de diamètre que l’on appelle « Tip-links » (Pickles et al., 1984).  Ils 

sont formés par des protéines dimériques « d’échafaudage » la cadhérine-23 et la 

protocadhérine-15 (Kazmierczak et al., 2007). La partie haute du « tip-link » composée par la 

cadhérine-23 qui vient s’ancrer dans le stéréocil supérieur à un complexe protéique formé 

par l’harmonine-b, la myosine-VIIa et Sans (Grati and Kachar, 2011). Et la partie basse du 

« tip-link » formée par le dimère de protocadhérine-15 vient s'ancrer au bout apical du 
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stéréocils inférieur grâce notamment à deux protéines TMIE et LHFPL5 (anciennement le 

complexe TMHS) et à une protéine fixant le calcium CIB2 (Xiong et al., 2012; Zhao et al., 

2014).  

 La membrane tectoriale est une structure acellulaire essentielle à la déflection des 

stéréocils, elle est composée d'un réseau dense de fibres de collagène intégré dans une 

matrice de glycoprotéines comme la tectorine-α (Richardson et al., 1987; Richardson et al., 

2008). Comme démontré pour la première fois chez les amphibiens, la déflection excitatrice 

des stéréocils se fait dans la sens du plus petit vers le plus haut (Hudspeth and Corey, 1977). 

Ces « tip-links » interciliaires apicaux sont essentiels à la fonction auditive et vestibulaire car 

ils permettent par une augmentation de leur tension l’ouverture des canaux de mécano-

électrique de transduction (« mechanoelectrical transducer channels » MET). A l’inverse, la 

perte de tension de ces « tip-links » entraînerait leur fermeture.  

 Il y a une grande différence de potentiel, de 130 à 150 mV environ, entre 

l'endolymphe extracellulaire (+80 mV) et le cytoplasme intracellulaire des CCIs (-50 à -70 

mV ; (Crawford et al., 1991; Fettiplace, 2017)). Cela crée une immense force d’attraction des 

cations présents dans l’endolymphe, notamment les ions K+, qui passeront de manière 

passive lors de l'ouverture des MET vers l’intérieur des CCIs. L’entrée transitoire du K+ 

pendant les phases d’alternance entre ouverture et fermeture des canaux de MET lors de la 

stimulation sonore génère un courant alternatif que l’on peut enregistrer en disposant une 

électrode sur la fenêtre ronde de la cochlée (A.C ou potentiel microphonique). L’entrée 

cumulative et soutenue de K+ peut aussi dépolariser durablement les cellules ciliées, surtout 

aux fortes intensités acoustiques et hautes fréquences, et ainsi crée un courant continu (D.C 

or summating potential, potentiel de sommation). Parmi les cations entrant dans les cellules 

ciliées, il y aurait aussi du Ca2+ qui activerait les myosines présentes dans les stéréocils et 

participerait ainsi à l’adaptation de la tension des « tips-links » et donc la fermeture des 

canaux de MET.  
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Figure 12. Représentation schématique de l'association mécanique de la partie apicale d'un stéréocil 

avec son stéréocil adjacent supérieur via le "tip-link", d'après Fettiplace and Kim (2014). 

Le "tip-link" est formé par l'association d'un dimère de cadhérine-23 et d'un dimère de protocadhérine-15. Le 

dimère de cadhérine-23 vient s'ancrer au niveau du stéréocil supérieur dans une densité formée par un complexe 

formée par la myosine 7a, l'harmonine-b et la protéine sans. Le dimère de protocadhérine-15 s'ancre dans la 

membrane de la partie apicale du stéréocil inférieur par la protéine LHFPL5 associé aux canaux MET 

(TMC1/TMC2). 

 

2. Les canaux de mécano-transduction 

 La fonction de ces canaux est plutôt bien connue mais la nature de ceux-ci beaucoup 

moins. En effet initialement, la famille des canaux TRP ("Transient Receptor Potential 

channels") a été découvert dans la fonction visuelle de la drosophile à partir d'expériences 

de mutations aléatoire. De nombreuses études chez le zebrafish (poisson-zèbre) et la souris 

en faisaient de sérieux candidats pour être les canaux de MET (Sidi et al., 2003; Corey et al., 

2004). Cependant le "knock-out" de TRPA1 chez la souris n'altère pas la mécano-

transduction des cellules ciliées (Kwan et al., 2006). Malgré ces premiers résultats 

contradictoires, il est tout de même fort probable que ces canaux partagent de nombreux 

points communs avec la famille des TRP. En effet, quelques propriétés de ces canaux ont 

déjà bien été décrites. On sait qu'il y aurait environ 200 canaux de MET par cellule (soit 

environ 1 à 2 canaux par stéréocils) et que ces canaux ont une impressionnante conductance 

d'environ 100 pS alors que les canaux cationiques classiques avoisinent les 30 pS comme par 
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exemple les récepteurs à l'acétylcholine (Crawford et al., 1991; Geleoc et al., 1997; Beurg et 

al., 2006).  

Récemment deux nouveaux candidats sérieux ont été découvert, il s'agirait des 

protéines TMC1/TMC2 ("Transmembrane channel-like protein"), des canaux possédants 

entre six et huit domaines transmembranaires très similaires aux sous-unités alpha des 

canaux potassiques. Il existe plusieurs éléments qui appuient cette hypothèse. Tout d'abord 

TMC1/TMC2 sont localisées au bout des stéréocils (Kurima et al., 2015; Mahendrasingam 

and Furness, 2019). Des mutations récessives sur TMC1 produisent des surdités modérées à 

sévères DFNB7/11 chez l’Homme (Imtiaz et al., 2016). Chez la souris le knock-out du gène 

Tmc1 abolit complètement les courants des canaux MET lors du développement et aboutit à 

une surdité profonde et une dégénérescence progressive des cellules ciliées à l'âge adulte 

des souris (Kawashima et al., 2011). De plus, de nombreuses mutations sur le gène Tmc1 

altèrent considérablement la conductance des canaux de MET (Kim et al., 2013; Pan et al., 

2013). Les canaux TMC1/TMC2 interagissent directement avec la protéine TMIE qui 

modulerait l'ouverture des canaux et avec CIB2 qui fixerait ces canaux au bout apical des 

stéréocils grâce à leur interaction avec la protéine de structure Ankyrine qui se fixe sur le 

réseau dense des filaments d'actine. Cependant, il semblerait que TMC1/TMC2 

n'interagiraient pas directement avec les dimères de protocadhérine-15. Une nouvelle 

hypothèse propose que l'étirement des "tip-links" entraînerait une déformation de la 

membrane apicale des stéréocils créant une déformation de la conformation des canaux de 

MET présents sur cette membrane contrainte par l'étirement et leurs attaches au réseau de 

filaments d'actine. Ce changement dans la conformation des canaux de MET permettrait leur 

ouverture (voir figure et revue Zheng and Holt (2021)).    
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Figure 13. Représentation schématique de l’hypothèse expliquant l'ouverture des canaux MET 

(TMC1/TMC2) via l'étirement du "tip-link", entraînant une déformation de la membrane plasmique 

apicale du stéréocil, d'après Zheng et Holt, 2021.Les canaux de MET en rouge sont incrustés dans la 

membrane plasmique des stéréocils. Ils sont associés avec la protéine TMIE et la protéine CIB2 qui via 

l'ankyrine leur permettent d'être liés directement avec le réseau dense des filaments d'actine du 

stéréocil. La contrainte physique exercé par l'étirement des "tip-links" sur la membrane plasmique 

apicale des stéréocils permettrait l'ouverture de ces canaux de MET et le passage des ions K+ et Ca2+. 

 

B. Les synapses à ruban 

1. Le ruban 

 

 Les synapses à ruban, que l'on trouve essentiellement au niveau des CCIs, sont des 

synapses excitatrices glutamatergiques particulières car elles possèdent une structure 

anatomique ovoïde en ruban ancrée dans leur zone active (ZA) présynaptique. À la 

différence des synapses centrales qui encodent un signal binaire (numérique) de même 

nature en pré- et post-synapse (potentiels d'actions), les synapses à ruban ont la 

particularité de devoir encoder un signal analogique (potentiel microphonique ou potentiel 

récepteur gradué et accordé à la fréquence et à l’intensité de la stimulation acoustique) en 

impulsions électriques au niveau des fibres nerveuses du nerf auditif (exprimé en fréquences 

de potentiels d'action et avec un phase-locking jusqu'au kHz).    
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En microscopie électronique, cette structure apparait comme dense aux électrons, décorée 

par des dizaines de vésicules synaptiques. Ces rubans présynaptiques sont retrouvés dans 

d'autres cellules sensorielles comme par exemple les photorécepteurs de la rétine, les 

cellules ciliées de la ligne latéral des poissons (zebrafish) et aussi les cellules des glandes 

pinéales de rat (Spiwoks-Becker et al., 2008; Nicolson, 2015; Moser et al., 2020). Les rubans 

permettent ainsi d'attacher et de concentrer les vésicules synaptiques dans la ZA de la 

synapse formant un "halo" de vésicules (Glowatzki and Fuchs, 2002). Cette organisation 

particulière de la synapse lui permet une exocytose infatigable avec une cinétique très 

rapide (de l’ordre de la milliseconde, en kHz) permettant ainsi une grande précision 

temporelle (Jean et al., 2018). Chaque ruban des CCI est associé à une terminaison nerveuse 

postsynaptique issue des afférences des neurones de type I du ganglion spiral. Les CCI 

possèdent entre 6 et 20 synapses à ruban selon leur localisation tonotopique dans l'organe 

de corti (voir figure 14 :Meyer et al. (2009)). 

 

 

Figure 14. Représentation de la relation entre la distance à partir de l'apex de la cochlée et le nombre 

moyen de synapses par CCI chez les souris P30 de lignée C57BL/6J, d'après l'étude de Meyer et al. (2009). 

On observe dans les CCIs de souris P30 C57BL/6J une distribution parabolique du nombre de synapses le long 

de la cochlée et de l'organe de Corti, allant d'environ 5-6 synapses dans les extrémités jusqu'à une vingtaine 

dans la partie apicale-milieu de l'organe de corti (entre 2 et 4 mm depuis l'apex). Cette distribution est corrélée 

avec le cochléogramme de ces mêmes souris, suggérant que la zone des CCI possédant le plus grand nombre 

de synapses correspondrait environ aux fréquences comprises entre 12 et 32 kHz. 



CHAPITRE 3 LA TRANSDUCTION DU SON INTRODUCTION 

27 
 

 Les fibres afférentes de type I sont généralement classées en trois catégories selon 

leur activité spontanée et leur seuil de variation de décharge par stimulation acoustique 

(Liberman, 1978; Taberner and Liberman, 2005). Les fibres bas seuils (haute activité 

spontanée) ont un large diamètre et présentent un bouton synaptique riche en 

mitochondries et faisant face à un ruban de petite taille.  Ces fibres bas seuils sont situées du 

côté latéral (abneural ou pilier) des CCIs. Enfin, les fibres à seuils intermédiaires et à haut 

seuils, contactant des rubans de plus grosse taille, sont les plus nombreuses et sont situées 

du côté du modiolus (neural ; (Liberman, 1978)).  

Le ruban se compose d'un empilement de protéine ribeye encodée par le gène 

CtBP2, un gène qui code pour la protéine CtBP2 qui est ubiquitaire et pour ribeye exprimé 

uniquement dans les cellules sensorielles.  Ribeye est formé d'un domaine A (Ribeye-A) en 

N-terminal et un domaine B (Ribeye-B) en C-terminal. Le domaine Ribeye-A posséderait 

plusieurs sites d'interactions avec les autres domaines Ribeye-A et permettrait l'empilement 

des protéines ribeye. Le domaine Ribeye-B, lui, aurait des interactions avec notamment le 

NADH qui inhiberait l'empilement des ribeye en se fixant dessus. Le domaine Ribeye-B aurait 

aussi des interactions direct ou indirect avec les vésicules synaptiques, ce serait lui qui 

permettrait leur fixation au ruban (Schmitz et al., 2000; Wichmann and Moser, 2015). 

Le domaine B de ribeye interagit aussi avec deux protéines de structure appelé bassoon et 

Piccolo (Dick et al., 2001). Ce sont ces deux protéines qui ancrent vraiment le ruban au 

niveau de la zone active. Le ruban semble indispensable structurellement à cette synapse et 

pourtant dans des modèles de souris avec un « knock-out » du gène Ribeye/CtBP2 la 

formation des synapses reste normale et les souris n’ont qu’une faible surdité (Becker et al., 

2018). Cependant le nombre de vésicules présentes à la ZA présynaptique est largement 

réduit ainsi que l’exocytose en réponse à des stimulations brèves. Le rôle exact du ruban 

reste encore un mystère mais l’étude de mutations sur la protéine a permis de proposer 

quelques hypothèses. Tout d’abord, de par sa présence au niveau de la ZA, le ruban permet 

le recrutement et la concentration des vésicules synaptiques à cet endroit, et donc facilite la 

diffusion et l’attachement des vésicules à la membrane de la ZA. Il permet d’avoir un 

regroupement important de vésicules synaptiques prêt à une fusion rapide que l’on appelle 

RRP (Readily Releasable Pool of synaptic vesicles) essentiel à la précision temporelle du 

signal de transmission (Frank et al., 2010; Snellman et al., 2011; Graydon et al., 2014). Le 

ruban permet également de concentrer les canaux calciques à la ZA et crée une sorte de 
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barrière physique contre la diffusion de Ca2+. L’augmentation de la concentration de Ca2+ 

localement au niveau de cette ZA permet de synchroniser la fusion multiple des vésicules 

(Graydon et al., 2011; Vincent et al., 2018). C'est la gradation de cette fusion multivésiculaire 

qui permettrait d'encoder l'intensité du signal acoustique. Une théorie alternative 

univésiculaire propose une variation de la taille du pore des vésicules fusionnées pour 

réaliser cet encodage (Chapochnikov et al., 2014).  Il est probable qu'un mix de ces deux 

processus participe à cette fonction synaptique. 

 

Figure 15. Représentation schématique d'un ruban synaptique inspirée de M. Tertrais et al. 2018 Les 

protéines ribeye sont empilées en escalier formant ainsi la structure du ruban synaptique. La partie Ribeye-A est 

impliquée principalement dans cet empilement alors que la partie Ribeye-B permet les liaisons du ruban avec les 

vésicules synaptiques. Les protéines bassoon et piccolo permettent l'ancrage du ruban synaptique à la 

membrane plasmique des CCI au niveau des ZA. 

 

A la différence de l'absence de ruban synaptique, le "knock-out" du gène codant pour la 

protéine de structure bassoon provoque une surdité sévère. Cette surdité s’explique par une 

désorganisation spatiale des synapses qui provoque une diminution du nombre de ruban, 

des canaux calciques beaucoup moins nombreux aux niveaux des ZA (Khimich et al., 2005; 

Frank et al., 2010; Jing et al., 2013).  Il semblerait donc que la protéine bassoon serait 
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indispensable à l’organisation spatiale et structurelle des synapses en associant dans la ZA 

les acteurs principaux à l’exocytose. Le ruban synaptique, lui, serait important surtout sur 

l’aspect fonctionnel de la synapse en permettant une synchronicité et une cinétique rapide 

de la fusion des vésicules synaptiques à la membrane.  

 

 

2. Les vésicules glutamatergiques 

Le neurotransmetteur des synapses à rubans est le glutamate, et les récepteurs 

postsynaptiques des fibres afférentes des neurones de type I du ganglion spiral sont des 

récepteurs AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acide ; (Glowatzki and 

Fuchs, 2002; Sadeghi et al., 2014; Kirk et al., 2017)). Ce sont des récepteurs ionotropiques 

s’activant par la fixation de glutamate et laissant entrer dans les fibres afférentes des cations 

(principalement du Na+) créant ainsi des courants excitateurs (EPSC : excitatory post-synaptic 

current). Les principales sous-unités impliquées seraient GluA2/3 et GluA4, avec la sous-

unité GluA2 donnant une grande perméabilité calcique probablement responsable de 

l'excitotoxicité lors de traumatisme acoustique (Sebe et al., 2017). Les courants excitateurs 

postsynaptiques sont proportionnels à la quantité de glutamate délivrée par la fusion des 

vésicules qui elle-même est proportionnelle aux dépolarisations graduelles des cellules 

ciliées.  

 Dans les cellules ciliées, les molécules de glutamate sont massées dans les vésicules 

synaptiques grâce à la protéine transmembranaire VGLUT3 (Vesicular glutamate transporter 

3, voir figure 16), une protéine essentielle au bon fonctionnement de la synapse à ruban, 

causant la surdité DFNA25 lorsque celle-ci est muté(Ruel et al., 2008; Seal et al., 2008).  Le 

transport de glutamate intra-vésiculaire utilise le gradient H+ généré par la pompe à protons 

vésiculaire dépendante de l'ATP : V-ATPase (Karet et al., 1999; Zhao et al., 2019).  Le 

relargage massif multivésiculaire de ces vésicules sera à l'origine de l'acidification des fentes 

synaptiques un mécanisme de rétrocontrôle limitant l'activité de la synapse par une 

inhibition des canaux calcique CaV1.3 (Vincent et al., 2018). 
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Figure 16. Représentation schématique du mécanisme de remplissage des vésicules synaptiques des 

CCI en glutamate inspirée de M. Tertrais et al. 2018. Les vésicules glutamatergiques accumulent le glutamate 

par l’action de la protéine transporteuse VGLUT3 qui utilisent le gradient des protons intra-vésiculaires. Les 

protons intra-vésiculaires sont activement apportés par la pompe à proton vésiculaire V-ATPase. 

 

Comme décrit précédemment la particularité des synapses à ruban réside dans la 

vitesse et la précision temporelle de la fusion des vésicules synaptiques à la membrane des 

ZA. Une partie des vésicules synaptiques sont guidées et amarrées (« docking ») directement 

au niveau de la membrane cellulaire des CCIs au niveau des ZA pour être prêtes à la fusion 

(« priming »), ce sont les vésicules du RRP. On sait que dans les synapses neuronales 

classiques ce sont les protéines du complexe SNARE qui permet cette fonction (Soluble N-

éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor, voir figure 17).  
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Figure 17. Représentation schématique du « Docking » et « Priming » des vésicules synaptiques 

dans les synapses neuronales inspirée de M. Tertrais et al. 2018. 

 

Les protéines SNAREs sont divisées en SNARE vésiculaires (v-SNARE, « vesicular ») et 

SNARE cible (t-SNARE, « target »). Les v-SNAREs comme la Synaptobrévine sont des 

protéines qui possèdent un domaine transmembranaire dans la membrane des vésicules 

synaptiques. Les t-SNAREs, comme la Syntaxine-1a ou la SNAP-25 par exemple, sont 

localisées dans la membrane plasmique des cellules présynaptiques au niveau des ZA. 

L’association de ces deux types de protéine permet de cibler l’amarrage des vésicules 

synaptiques au bon endroit. L’expression de ces protéines est aussi retrouvée dans les CCIs 

grâce à l’étude des ARN messagers (Safieddine and Wenthold, 1999; Shen et al., 2015). 

Cependant, la présence et l’importance de ces SNAREs dans l'exocytose synaptique des CCIs 

restent encore à démontrer.  La délétion du gène Snap25 dans des cultures organotypiques 

de souris indiquent que cette protéine n'est pas essentielle à l'exocytose immature des CCIs 

(Nouvian et al., 2011). Dans cette étude précédente, l’utilisation de neurotoxines, clivant les 

SNARES, ne semble pas affecter l'exocytose synaptique des CCIs adultes.  

D’autres particularités sont présentes concernant l’exocytose dans les CCIs. Tout 

d’abord on note l’absence de la protéine Munc-13, indispensable pour l’amarrage des 

vésicules synaptiques à la membrane dans les synapses centrales (Vogl et al., 2015). Et enfin 

l’absence de senseurs calciques « classiques » de type synaptotagmines dans les cellules 

ciliées matures qui sont remplacés progressivement au cours de la maturation par un 
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senseur calcique un peu particulier, l’otoferline (Beurg et al., 2010). Il est à noter que les CCIs 

et CCEs immatures présentent une activité électrique spontanée (potentiels d’action Na+ et 

Ca2+) avec des synapses afférentes de type neuronales utilisant des synaptotagmines (Beurg 

et al., 2010). 

 

 

3. Les senseurs calciques 

Les synaptotagmines sont les senseurs calciques de la plupart des synapses 

neuronales, ce sont de petites protéines possédant un domaine transmembranaire et deux 

domaines pouvant fixer le Ca2+ que l’on appelle C2 : C2A et C2B. Ils permettent d’initier 

l’exocytose, en présence de Ca2+, en relation avec les protéines SNAREs (voir figure 17 

Docking). A l’inverse, l’otoferline est une grande protéine de 1 997 acides aminés possédant 

également un domaine transmembranaire mais 6 domaines C2 pouvant fixer le Ca2+(de C2A 

à C2F ; voir figure 18).  

 

 

 

Figure 18. Comparaison de la structure et des domaines C2 des synaptotagmines et de l’otoferline. 

TM indique la localisation du domaine transmembranaire qui permet l’implantation du senseur dans la 

membrane des vésicules synaptiques. Les domaines C2 réfèrent à des domaines composer de feuillets β 

pouvant potentiellement fixer le calcium et interagir avec les phosphoinositides membranaires. (Tertrais et 

al., 2019).  C'est surement la multiplicité de domaines C2 qui confère à l'otoferline une plus grande 

coopérativité calcique et un encodage graduel du signal acoustique. 

 

 

L’importance de cette protéine a été démontrée par l’existence de mutations dans le 

gène OTOF provoquant une surdité récessive non-syndromique chez l’Homme appelée 
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DFNB9 (Yasunaga et al., 1999).  Chez la souris le « knock-out » de l’otoferline entraîne 

également une surdité profonde. Dans ces souris, l’exocytose des CCIs est grandement 

réduite et ralentie malgré des courants calciques normaux et la présence de rubans 

synaptiques au niveau des ZA (Roux et al., 2006). L’otoferline apparaît ainsi comme 

essentielle à la fusion des vésicules synaptiques des CCIs. Le rôle exact des différents 

domaines C2 dans cette fusion vésiculaire Ca2+-dépendante reste encore à définir. En se 

basant sur le nombre de mutations portant sur les domaines C2C et C2F on peut supposer 

que ce sont les deux domaines les plus importants pour l’otoferline. En effet, dans les souris 

pachanga portant une mutation affectant le domaine C2F (Substitution d’un acide 

aspartique par une glycine) mais pas l’intégrité de l’otoferline, les CCIs ont une exocytose 

soutenue drastiquement réduite avec une fusion des vésicules synaptiques du RRP toujours 

présente suggérant que l’otoferline serait surtout importante pour le réapprovisionnement 

des vésicules synaptiques dans les ZA des CCI (Pangrsic et al., 2012). Une étude similaire sur 

une mutation portant uniquement sur le domaine C2C de l’otoferline montre également le 

rôle crucial de la protéine pour la fusion rapide du RRP et le réapprovisionnement soutenu 

des vésicules synaptiques au niveau des ZA (Michalski et al., 2017). Le domaine C2C semble 

aussi important pour maintenir la présence de l’otoferline dans les membranes plasmiques 

via son interaction avec les phospholipides.  Une étude récente sur le rôle des différents 

domaines C2 de l'otoferline, en utilisant des constructions miniaturisées de l'otoferline, 

démontrent qu'un mini-Otof formée des domaines C2E-C2F permet la restauration d'une 

exocytose rapide partielle associée à d'une endocytose ultrarapide (Tertrais et al., 2019).   

 

4. Les canaux calciques 

 

a. Généralités 

Au niveau des ZA des CCIs, le Ca2+ entre via des canaux calciques voltage-dépendant de 

type L (« Long lasting ») appartenant à la famille des CaV1.3 sensibles à l’inhibition des 

dihydropyridines (DHP). Ces canaux sont activés à des hauts voltages du potentiel de 

membrane (aux environs de -50 mV) et ont une faible inactivation. En plus de leur présence 

dans le système auditif, ils sont retrouvés dans les neurones et également dans les cellules 

cardiaques permettant l’activité de « pacemaker » (Platzer et al., 2000).  
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Le pore des canaux calciques CaV1.3 est formé par la sous-unité α1D d’où son le nom de 

son gène CACNA1D. Elle possède 4 domaines homologues contenant chacun 6 segments 

transmembranaires. Mais les canaux calciques sont des protéines hétéro-pentamériques, en 

plus de la sous-unité α1D, sont associées 4 sous-unités régulatrices :  α2, δ, γ et β dont 

notamment l’isoforme β2 responsable de surdité lorsqu’elle présente une mutation (Neef et 

al., 2009).  

 Les souris "knock-out" pour le gène Cacna1d présentent une surdité sévère dû à un 

déficit d’influx calcique et d'exocytose dans les CCIs indiquant que les canaux CaV1.3 sont les 

canaux principaux de la neurotransmission auditive afférente (Brandt et al., 2003). Dans ces 

mêmes souris on observe également un courant calcique résiduel encore présent suggérant 

la présence d'autres isoformes ou d'autres familles de canaux calciques. À ce jour, il a été 

démontré la présence de seulement deux isoformes des canaux calciques CaV1.3 produits 

par l’épissage alternatif : le premier présentant une forme longue CaV1.3L et le second une 

forme courte CaV1.3s (Singh et al., 2008; Bock et al., 2011; Vincent et al., 2017). 

Ces canaux CaV1.3 sont regroupés de manière très compacte autour du ruban dans la ZA 

des CCIs permettant de focaliser l’influx calcique au voisinage des vésicules synaptiques pour 

initier leur fusion (Wong et al. (2014); voir figure 20). On parle d’organisation topographique 

en nanodomaine (quelques dizaines de nanomètres) entre vésicules et canaux CaV1.3, 

isoforme CaV1.3S, et en microdomaine, isoforme CaV1.3L, à l'échelle du ruban pour le 

recrutement actif des vésicules (voir figure 19 ; (Vincent et al., 2017)). La concentration 

calcique dans ce nanodomaine est amplifiée par la structure géométrique du ruban 

permettant d'atteindre quelques dizaines de micromolaires très localement et ainsi 

déclencher une libération multi-vésiculaire synchrone des vésicules synaptiques (Graydon et 

al., 2011).    
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Figure 19. Représentation schématique du nuage calcique (nanodomaine er microdomaine) 

produit par l'activité des canaux calciques CaV1.3 situés au niveau des ZA des CCIs inspirée de 

M. Tertrais et al. 2018.  Une association en nanodomaine (quelques dizaines de nm) entre vésicule 

synaptique et canaux calciques permet l'activation du RRP.  L'action synchrone des canaux calcique 

lors de stimulations prolongées (>20 ms) produit une diffusion large des ions calcium en microdomaine 

pour stimuler le recrutement des vésicules synaptiques environnant la ZA du ruban (SRP, secondarily 

releasable pool of vesicles).  

 
 
 

b. Inactivation par le voltage et le Ca2+ 

Les canaux calciques, comme la plupart des canaux dépendant du voltage, s’inactivent en 

fonction du voltage et de la durée des stimulations grâce à certains segments 

transmembranaires du pore α1 mais aussi par certaines sous-unités régulatrices comme la β.  

SRP 
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En plus de cela, les canaux calciques peuvent également s’inactiver en fonction de la 

concentration de Ca2+ intracellulaire similaire à un processus de rétrocontrôle. Ce processus 

appelé CDI (pour « calcium dependent inactivation » en anglais) permet de limiter la 

concentration intracellulaire calcique qui pourrait être néfaste pour les cellules en trop 

grande quantité. La sous-unité α1 possèdent en position C-terminal des domaines 

d’interaction, appelé IQ et pre-IQ (motif nommé IQ d'après les 2 premiers acides aminées), 

avec la protéine calmoduline (CaM) qui induit cette inactivation en changeant de 

conformation suite à la fixation du Ca2+ (Voir figure 20 (Liang et al., 2003; Yang et al., 2006)). 

Cependant la fixation de la CaM produisant l'inactivation peut être empêcher par la 

compétition d’autres protéines pouvant fixer le Ca2+ (CaBP pour « calcium binding protein » ; 

Cui et al. (2007)). 

 

c. Inactivation par les protons 

 

Les vésicules synaptiques sont remplies de glutamate grâce à l’échange de protons 

intra-vésiculaires par la protéine VGLUT3. La présence de protons intra-vésiculaires est alors 

essentielle, et comme décrit précédemment elle est dû à l’action de la pompe ATPase qui 

remplit activement les vésicules synaptiques de protons H+ grâce à l’énergie libérée par la 

déphosphorylation de l’ATP en ADP + Pi. Cette présence massive de protons dans les 

vésicules acidifie intensément leur milieu intra-vésiculaire. Lors de la fusion des vésicules à la 

membrane des CCIs, les molécules de glutamate sont libérées tout autant que les protons 

dans la fente synaptique. Les protons vont alors acidifier également intensément le milieu 

extracellulaire des CCIs proche de la membrane plasmique. Ces protons peuvent également 

fixer les canaux calciques présents à la membrane des ZA et vont les bloquer de façon 

transitoire (Zhou and Jones, 1996; DeVries, 2001). De la même manière que l’inactivation par 

le Ca2+, ce processus permet un rétrocontrôle des canaux calciques suite à leur activation 

pour limiter la libération excessive et nocive de vésicules glutamatergiques à la membrane 

que l’on appelle : l’excitotoxicité. D’après une récente étude, cette inactivation est permise 

dans les CCIs grâce au regroupement très serré des canaux calciques à la membrane des ZA. 

En effet, cette organisation resserrée permet une libération synchrone multivésiculaire des 

vésicules glutamatergiques. C’est cette quantité de vésicules libérées importante qui permet 
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de libérer assez de protons pour venir inactiver les canaux calciques. Lors du développement 

dans les CCIs présentant des synapses immatures, l’organisation des canaux calciques 

n’étant pas encore assez resserrée on observe une inactivation protonique beaucoup plus 

faible (Vincent et al., 2018). 

 
d. Les isoformes des canaux calciques 
 
Les canaux calciques sont des protéines hétéro-pentamériques, c’est-à-dire 

composées de 5 sous-unités différentes. Comme décrit précédemment la sous-unité 

composant le pore du canal est α1, elle est associée à 4 sous-unités régulatrices : α2, δ, γ et 

β. 

Cependant les canaux calciques CaV1.3 peuvent subir un épissage alternatif qui les 

distingue notamment en un isoforme α1présentant un domaine long en C-terminale que l’on 

appelle CaV1.3Let un isoforme α1 présentant un domaine court en C-terminale que l’one 

appelle CaV1.3s (voir figure 2 ; (Singh et al., 2008; Bock et al., 2011)). Les isoformes long 

CaV1.3L(ou CaV1.343L) présentent en C-terminal deux domaines de régulation : un domaine 

proximal (PCRD : « proximal C-terminal regulatory domain ») et un domaine distal (DCRD : 

« distal C-terminal regulatory domain »). Ces deux domaines imposants rendraient difficile la 

fixation de la CaM sur les domaines d’interaction IQ et pre-IQ présents aussi en C-terminale 

et donc bloqueraient partiellement l’inactivation Ca2+-calmoduline dépendante (Scharinger 

et al., 2015; Kuzmenkina et al., 2019). En revanche les isoformes courts CaV1.3s (ou CaV1.342A) 

présentent un domaine PCRD tronqué avec les domaines de fixation de la CaM IQ et pre-IQ 

mais pas de domaine DCRD. L’absence de DCRD permet d’avoir l’espace nécessaire à la 

fixation de la CaM et donc une inactivation Ca2+-CaM dépendante plus efficace et plus 

rapide. La présence de ces deux isoformes participerait à un réglage très fin de l’exocytose. 

En effet, les isoformes courts qui représente environ 25% des canaux seraient spécialisés 

dans la fusion rapide des vésicules du RRP alors que les isoformes longs (75%) seraient 

spécialisés dans l’exocytose soutenue des vésicules du SRP (Vincent et al., 2017). 

Une étude récente a également mis en évidence des différences significatives dans le 

potentiel d’activation des isoformes des canaux calciques (Hofer et al., 2021). En effet, les 

isoformes courts des canaux calciques auraient un potentiel d’activation et d’inactivation 

plus négatif que les isoformes longs. Ainsi une augmentation de l’expression des isoformes 
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courts ou une diminution de l’expression des isoformes longs pourraient induire un décalage 

de la courbe d’activation des canaux calciques des CCIs.  

Les sous-unités régulatrices peuvent également permettre la régulation de 

l’expression des canaux à la surface membranaire, de la cinétique d’activation et de la 

voltage-dépendance de ces canaux (Arikkath and Campbell, 2003). En effet, par exemple la 

présence de l’isoforme de la sous-unité auxiliaire β2ou CaVβ2 régulerait notamment 

l’expression des canaux calciques à la membrane (Neef et al., 2009). 

 
Figure 20. Représentation schématique des canaux calciques CaV1.3 des CCIs, d'après Tertrais et 
al. (2019). On trouve essentiellement deux type d'isoformes des canaux CaV1.3 dans les CCIs (Vincent 
et al., 2017) :  
- une isoforme longue (CaV1.3L) qui démontre une inactivation faible et lente car les domaines PCRD et 
DCRD empêche un binding de la CaM. Cette isoforme serait associé au développement du 
microdomaine calcique contrôlant le ravitaillement vésiculaire au ruban.    
- une isoforme courte (CaV1.3S) qui présente une inactivation rapide CaM dépendante qui contrôlerait le 
RRP.  
 

5. Les canaux potassiques activés par le calcium 

 

a. Les principaux canaux potassiques des cellules ciliées. 

Les canaux potassiques activés par le calcium sont divisés en deux grandes 

catégories, les canaux SK (Small conductance calcium-activated potassium channels) qui ont 

une petite conductance et les canaux BK (« Big potassium » ou « large conductance calcium-

activated potassium channels »), voltage-dépendant, qui ont une grande conductance((Wei 

et al., 2005) voir revue Pyott and Duncan (2016)). Les canaux SK ont une affinité pour le Ca2+ 

et un temps d’ouverture plus élevés que les canaux BK. Ces canaux permettent de coupler 
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l’augmentation de la concentration du Ca2+ intracellulaire avec l’hyperpolarisation du 

potentiel de membrane. Ils jouent ainsi un rôle important dans l’excitabilité cellulaire des 

CCIs et le maintien de l’homéostasie du K+.  

C’est la repolarisation rapide des potentiels récepteurs par les canaux BK qui permet 

d’augmenter l’excitabilité des CCIs et ainsi contrôler la neurotransmission afférente (Skinner 

et al., 2003; Beurg et al., 2005).  L’expression des canaux BK dans les CCIs débute autour du 

12ème jour de développement postnatal chez la souris ; c'est-à-dire juste avant l'apparition de 

l'audition  (Hafidi et al., 2005). Cette expression des canaux BK dans les CCIs coïncide avec la 

disparition des potentiels d’action spontanée et des canaux SK2 (Marcotti et al., 2003; Katz 

et al., 2004).  

Au niveau des CCEs, l’expression des BK suit un gradient tonotopique le long de la 

cochlée avec une expression décroissante de la base (hautes fréquences) à l’apex (basses 

fréquences). Cette tonotopie suggère qu’ils participent surtout à la régulation efférente 

cholinergique médiane de l’audition dans les hautes fréquences (Wersinger et al., 2010). En 

effet les récepteurs nAChRs (alpha9-alpha10) des CCEs sont perméables aux calciums ce qui 

permettrait une régulation de l'activité électromécanique des CCEs par les canaux BK.  Mais 

ce sont surtout des canaux de type SK2, associées aux nAChRs des CCEs (Dulon and Lenoir, 

1996), qui régule l’hyperpolarisation de ces cellules.      

Les souris mutantes KO sur le gène kcnma1 encodant la sous-unité α1 des canaux BK 

démontre une modification de la réponse temporelle des fibres du nerf auditif (Oliver et al., 

2006) et une dégénérescence progressive des cellules ciliées dès la 8me semaine (Ruttiger et 

al., 2004).   Par ailleurs ces souris KO kcnma1 présentent une plus grande sensibilité au bruit 

(Engel et al., 2006).   

 
b. Propriétés et régulation des canaux BK. 

 
Les canaux BK sont constitués d’un plusieurs sous-unités. La sous-unités α constitue le 

pore transmembranaire laissant passer les cations. Et les sous-unités β et γ permettent de 

réguler l’activation du canal (voir figure 3). 

Les canaux BK sont principalement régulés par le voltage via certains segments 

transmembranaires du pore α (domaine Voltage Sensor Domain VSD, S1-S4) mais aussi par la 

concentration calcique intracellulaire par les 2 domaines RCK1 and RCK2 (regulatory of 

potassic conductance domain). L’importance des sous-unités régulatrices dans la régulation 
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des canaux BK in vivo n’est pas bien connu. Cependant une étude récente a nouvellement 

identifié deux sous-unités γ présentes dans les CCIs : LRRC26 (γ1) et LRRC52 (γ2). La fonction 

précise de LRRC26 n’est pas encore définie. En revanche l’importance de LRRC52 a été 

démontré, sa présence permet une activation dans un potentiel de membrane beaucoup 

plus négatif (-60 mV), une propriété assez unique des CCIs. Dans des cellules in vitro et des 

CCI ex vivo, il a été démontré que l’absence de LRRC52 conduit à un immense décalage 

positif (+200 mV). Ces résultats suggèrent que cette sous-unité est essentielle à la 

maintenance d’une activation des canaux BK à un potentiel de membrane très négatif (Lingle 

et al., 2019). 

 
Figure 21.  Représentation schématique des sous-unités composant les canaux BK, d’après la 

revue de Li et Yan, 2016. 

A) La sous-unité α constitue le pore du canal :  le domaine VSD (Voltage-Sensor Domain) est constitué 
par les segments transmembranaires S1-S4 et le domaine PGD (Pore-Gated Domain) par les segments 
S5-S6.  Les domaines cytoplasmiques RCK1 et RCK2 constituent les sites de binding et de régulation 
par le calcium. 
B) les sous-unités β sont des éléments de régulation de la voltage-dépendance du canal BK. 
C) les sous-unités γ sont des éléments de régulation de l'adressage membranaire et de leur voltage-
dépendance. 



 
 
CHAPITRE 4 SURDITÉS  INTRODUCTION 

41 
 

Chapitre 4 : Surdités  

 

1. Types de surdités 

 Les surdités d'origine périphérique sont divisées en deux catégories : la perte auditive 

conductive (ou de transmission) et la perte auditive neurosensorielle. Les surdités de 

transmission sont liées à des défauts mécaniques provenant de l'oreille externe ou moyenne 

(membrane tympanique, osselets etc.). Alors que les pertes auditives neurosensorielles sont 

est associées aux cellules ciliées et/ou au fibres nerveuses du nerf auditif.   

 

2. Surdités Neurosensorielles 

Les surdités neurosensorielles peuvent être causées par des molécules 

médicamenteuses que l'on qualifie d'ototoxiques. Les médicaments ototoxiques les plus 

connus sont certains anti-inflammatoires (e.g. aspirine), les antibiotiques 

aminoglycosidiques, certains diurétiques (e.g. bumetanide, furosemide) et également 

certains traitements anticancéreux dont le plus étudié est le cisplatine. Ces molécules ciblent 

préférentiellement les cellules ciliées sensorielles et notamment les CCEs dans les hautes 

fréquences pour les aminosides.  Ces molécules sont préférentiellement captées en passant 

par les canaux de mécano-transduction et perturbent le métabolisme oxydatif des ROS 

(Dulon, 2012). 

 Les traumas acoustiques sont également à l'origine de certaines surdités 

neurosensorielles. En effet l'écoute prolongé de stimulations sonores supérieurs à 90 dB 

peuvent endommager les cellules ciliées. Dans les cas les moins graves, le trauma va 

détériorer les "tip-links" des stéréocils et affecter la transduction sonore, et surtout 

l'amplification des cellules ciliées externes. Mais dans la plupart des cas de trauma 

acoustiques cette détérioration est réversible. En revanche, dans les cas les plus graves cette 

détérioration peut être définitive et également accompagnée de défauts synaptiques. En 

effet, le trauma acoustique peut générer un stress métabolique que l'on appelle stress 

oxydatif. Ce stress va augmenter la production de ROS et détériorer les structures 

présynaptiques et induire une réduction du nombre de synapses à ruban. Le trauma 

acoustique entraîne également une libération beaucoup trop importante de glutamate dans 
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la fente synaptique créant ainsi une excitotoxicité qui résulte en une entrée massive des 

cations dans les afférences des neurones du ganglion spiral. Le Ca2+ étant toxique en trop 

grande quantité intracellulaire va alors induire des facteurs de mort cellulaire pour ces 

neurones (Pujol and Puel, 1999). 

 

 Certaines de ces pertes auditives neurosensorielles sont aussi génétiques. En effet, il 

existe chez l’Homme de nombreuses mutations pouvant entraîner des surdités. Par exemple 

la mutation sur le gène codant pour la connexine-26 est responsable de la surdité appelé 

DFNB1 qui représente aux environs de 35% des surdités congénitales.  

 

Protéine Surdité Localisation 

Connexine-26 (Gjb2) DFNB1 Strie Vasculaire 

Otoferline (Otof) DFNB9 Synapse 

Pendrine (Slc26a4) DFNB4 Echangeur d’anions 

Cadhérine-23 (Cdh23) USH1C / DFNB12 Tip-link 

Tectorine-α (Tecta) DFNA12 / DFNA8 / DFNB21 Membrane tectoriale 

Vglut3 (Slc17a8) DFNA25 Vésicule synaptique 

Clarine-1 (Clrn1) USH3A Stéréocils 

Myosine VIIa (Myo7a) DFNA11 / DFNB2 / USH1B Partie supérieure du tip-link 

Tableau 1. Liste des protéines les plus couramment impliquées dans des surdités 

génétiques chez l'Homme. 

 

Les mutations entraînant des surdités congénitales autosomales dominantes sont 

notées DFNA, celles entraînant des surdités autosomales récessives DFNB (voir tableau). 

Enfin les mutations entraînant une surdité associée à un défaut visuel font partie du 

syndrome de Usher décrit par l’ophtalmologiste Charles Usher en 1914 en s’inspirant de 

travaux antérieurs. La plupart des mutations touchant des protéines localisées à la partie 

apicale des stéréocils et participant à leur déflection font partie du syndrome de Usher. 

Parmi celles-ci on retrouve les protéines de la famille des clarines.  

Enfin pour finir les pertes auditives neurosensorielles peuvent trouver leur origine 

dans les effets du vieillissement.   
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3. Perte de l’audition liée à l’âge 

En effet, les CCI et leurs neurones sont des cellules dans un état quiescent qui ne 

peut se diviser et donc se régénérer, ils sont donc sensibles à tout changement dans leur 

homéostasie intracellulaire. La perte de l’audition liée à l’âge résulte d’une accumulation de 

dommages à long terme au niveau des structures des cellules ciliées et de leurs neurones.  

Cette perte d’audition commence généralement par la difficulté à discerner la parole 

de son interlocuteur dans un environnement bruyant. Ensuite vient alors une perte de la 

sensibilité auditive et la perte de la capacité à localiser l’origine d’un son. Enfin on observe 

un défaut dans le traitement auditif central. 

Le vieillissement cellulaire peut être défini par un processus dépendant du temps, de 

l’âge qui indique le cumul de perte de fonction et l’augmentation de la vulnérabilité (Fulop 

et al., 2019). La théorie des radicaux libres (ROS) proposée par Denham Harman en 1956 

attribue ces pertes de fonctions dues au vieillissement cellulaire par la conséquence du 

stress oxydatif (Harman, 1956). Depuis cette théorie a bien évidemment été légèrement 

mise à jour, notamment sur le concept de vieillissement programmé chronologiquement. En 

effet, il semblerait plutôt que le vieillissement soit lié à un état de « fragilité » qui augmente 

avec le temps mais n’est pas programmé (Vina, 2019). Les mécanismes exacts de cette 

« fragilité » sont encore étudiés mais beaucoup d’études s’accordent à dire que cela 

viendrait du stress oxydatif et de l’inflammation provoqué par l'augmentation des radicaux 

libres avec le temps et qui entraînent ces effets délétères (Keithley, 2020). 

 

4. Vieillissement cellulaire dû au stress oxydatif 

a. Le stress oxydatif 

 Le stress oxydatif résulte en un déséquilibre entre la production de facteurs pro-

oxydants et la production de facteurs antioxydants. Les facteurs pro-oxydants sont 

majoritairement représentés par les radicaux libres dérivés réactifs de l'oxygène (ou aussi 

ROS en anglais pour "reactive oxygen species"). Les ROS comme par exemple le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) sont capables d'échanger un de leur électron avec d'autres molécules 

d'oxygène dans la cellule. Cependant certaines molécules comme les acides nucléiques 
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(ADN, ARN), les lipides des membranes plasmiques ou d'autres protéines peuvent être 

endommagées par cette oxydation (Sies et al., 2017). 

 Comme décrit précédemment le stress oxydatif peut être provoqué par les 

médicaments ototoxiques et le trauma acoustique, mais il augmente aussi naturellement 

avec l'âge. Simultanément on observe également une réduction de l'activité antioxydante 

des cellules ce qui amplifie le déséquilibre pro- et antioxydants. 

 Ce sont les mitochondries qui produisent la majorité des ROS via la respiration 

cellulaire plus spécifiquement du cycle de Krebs et de la phosphorylation oxydative. La 

production trop importante de ROS endommage directement l’ADN mitochondrial. Ces 

altérations peuvent entraîner une dérégulation de la phosphorylation oxydative et 

augmenter encore plus la production de ROS qui induira des dommages cellulaires pouvant 

stimuler des facteurs pro-apoptotiques (Chinnery, 2015).  

 En plus de cette production mitochondriale viennent s’ajouter également la 

production des ROS par les NAD(P)H oxydases ou NOX.  Les NOX sont une famille de 

complexe enzymatique membranaire composées de 7 types d’enzymes chez les 

mammifères. Chaque type d’enzyme a une fonction et une localisation particulière. Par 

exemple NOX3 est localisée dans le système vestibulaire et est essentiel pour la biosynthèse 

des otolithes (Paffenholz et al., 2004).  Cependant les NOX partagent toutes la faculté 

d’oxyder le dioxygène (O2) en un radical superoxyde O2
- à partir du NAD(P)H cytosolique via 

la réaction : 

 

 

    NADPH + 2 O2↔H++ NADP+ + 2 O2
- 

  

 

Le NADPH va donner 2 électrons libres, un pour chaque molécule de dioxygène, et va libérer 

un proton libre H+. Les molécules de dioxygène acceptant l’électron libre deviennent alors 

des superoxydes (O2
-). Ces superoxydes ne sont pas très stables et vont naturellement, ou 

catalysé par la superoxyde dismutase (SOD), se dismuter avec deux protons libres (H+) en 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) :  

      

    2 H+ + O2
-↔    H2O2 

2 e- 

NOX 

SOD 
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Comme pour les mitochondries, c’est la suractivation des NOX qui va conduire au 

stress oxydatif (voir figure 22). C’est le sous-unité p22phox qui est responsable de 

l’activation des NOX 1 à 4. Dans des souris mutantes où il y a un « knock-out » du gène 

codant pour la p22phox, on observe une réduction de l’activité de production des ROS par 

les NOX dans les neurones du ganglion spiral. Cette réduction de production des ROS permet 

d’atténuer la perte auditive lié à l’âge mais également de conserver une morphologie 

cochléaire normale comparé aux souris contrôles. C’est pourquoi le ciblage des NOX dans 

l’oreille interne pourrait présenter un intérêt thérapeutique contre la perte auditive lié à 

l’âge (Rousset et al., 2020). 

 

Figure 22. Représentation schématique de la voie d'oxydation des NADPH par le complexe NOX, 

d'après Rastogi et al. (2016). Le complexe NOX (détaillé dans le rectangle rouge) est constitué d'une 

partie catalytique composée des sous-unités gp91phox et p22phox et est associé à plusieurs autres sous-

unités permettant son assemblage et son activation (e.g. p47phox, p67phox). Le complexe NOX va oxyder 

le dioxygène en radical superoxyde grâce à la NADPH. Ce superoxyde va se dismuter en peroxyde 

d'hydrogène. Ces deux réactifs sont ce qu'on appelle des dérivés réactifs de l'oxygène (ROS). 

 

b. L'inflammation dû au vieillissement cellulaire 

 Le vieillissement cellulaire est souvent accompagné d’une inflammation chronique 

que l’on appelle en anglais « inflammaging » (contraction de « inflammation » et « aging », 

le vieillissement cellulaire), et d’une dérégulation du système immunitaire à cause du stress 

oxydatif (Sanada et al., 2018). Cela crée une activation persistante du système immunitaire 
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inné et une élévation chronique de certaines cytokines comme les interleukines (IL-6, IL-1β, 

IL-2) et les facteurs de nécrose tumorale α (TNF-α) qui sont souvent associées à des pertes 

auditives (Menardo et al., 2012). Cette inflammation chronique provoquée par le stress 

oxydatif à long terme, augmente à son tour la production de ROS par une rétroactivité 

positive. Cependant l’inhibition du facteur de transcription NF-κB peut potentiellement 

médier cette inflammation chronique dû à l’âge (Kanigur Sultuybek et al., 2019). NF-κB peut 

être activé par la liaison du ligand TNF-α avec son récepteur le TNF-α 1 (TNFR1) qui est 

impliqué dans la voie apoptotique. TNF-α est également impliqué dans des pertes auditives 

neurosensorielles. En effet des perfusions intra-cochléaires de TNF-α n’affectent pas 

directement l’intégrité des cellules ciliées mais réduit considérablement le nombre de 

synapses fonctionnelles. Il entraîne une dégénération des fibres afférentes des neurones du 

ganglion spiral (Katsumi et al., 2019). NF-κB est un facteur ambivalent qui selon le niveau de 

stress oxydative peut aussi bien être à la fois un facteur anti-apoptotique (à faible niveau de 

stress, faible concentration) et à la fois un facteur pro-apoptotique (à haut niveau de stress 

et forte concentration). C’est pourquoi sa régulation est crucial lors d’inflammation 

chronique (Lingappan, 2018). 

c. Les voies apoptotiques des cellules ciliées 

 L’apoptose est un processus qui nécessite d’être finement régulé car il va induire la 

mort cellulaire. C’est ce processus qui est impliqué dans la majorité des pertes auditives lié à 

l’âge ayant pour cause la mort des cellules ciliées. L’apoptose est déclenché et régulé dans 3 

voies distinctes : la voie du réticulum endoplasmique, la voie intrinsèque et la voie 

extrinsèque (voir figure 23). Toutes les voies apoptotiques font intervenir des enzymes 

protéases à cystéines que l’on appelle caspases (venant de la contraction en anglais de 

« cysteine-aspartic protease ») et sont principalement régulées par les protéines de la 

famille Bcl-2. Toutes ces voies sont également composées de deux phases : la phase 

initiatrice et la phase exécutrice. 

 Dans l’apoptose médiée par les caspases, les voies intrinsèques et extrinsèques ont 

des phases initiatrices uniques ; mais les deux partagent des voies similaires en phase 

d’exécution entraînant la mort cellulaire par activation des caspases 3 et 7. La voie 

extrinsèque s’initie en extracellulaire via la liaison d’un ligand « de mort » (en anglais 

« death-ligand ») à son récepteur de la famille des TNF, ce ligand pouvant être produit en 
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réponse au stress oxydatif. Cela stimule une cascade d’événements : tout d'abord activant le 

complexe de signalisation inducteur de mort (DISC pour « death-inducing signaling 

complex »), activant ainsi la caspase 8 et enfin la caspase 3 et la caspase 7. La voie 

intrinsèque est initiée par des facteurs intracellulaires tels que les dommages à l’ADN, la 

cytotoxicité et les ROS, qui sont détectés par les protéines BID. Les protéines de la grande 

famille des Bcl-2, dont surtout Bax et Bak, sont stimulées par les protéines BID pour créer un 

poreau niveau de la membrane externe mitochondriale, permettant la libération du 

cytochrome C dans le cytoplasme. La translocation de Bax et Bak est inhibée par des 

protéines anti-apoptotiques de la famille des Bcl-2, y compris Bcl-2 elle-même, prévenant 

l’apoptose. Le cytochrome C se lie à Apaf-1, activant la caspase 9, l’initiateur de la phase 

d’exécution. La phase d’exécution dans ces voies implique l’activation des caspases 3, 6 et 7, 

qui ont pour fonction de détruire les protéines nucléaires, induire la dégradation de l’ADN et 

de la chromatine, modifier l’arrangement du cytosquelette, et perturber la division cellulaire 

et la communication. En fin de compte, les fragments de la cellule sont reconnus et 

phagocyté par les cellules épithéliales et les macrophages (Morrill and He, 2017; Wu et al., 

2020). Certaines études suggèrent que les ROS agissent comme des régulateurs de la 

protéine p53, induisant une activation continue de Bak, et éventuellement conduisant à 

l’apoptose dans la perte auditive liée à l’âge (Someya and Prolla, 2010). De même, dans le 

modèle de souris C57BL/6J, la délétion génétique de Bak a empêché l’apoptose des cellules 

neuronales des cellules ciliées et des ganglions en spirale (Someya et al., 2009). 

 

Figure 23. Les voies de signalisation de l'apoptose dans les cellules ciliées, d'après Wu et al., 

2020. Les médicaments ototoxiques, le trauma acoustique ou encore le vieillissement cellulaire à 

travers la production de ROS peuvent induire l'apoptose chez les cellules ciliées selon 3 voies distinctes 

: la voie extrinsèque, la voie intrinsèque et la voie du réticulum endoplasmique. 
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d. L’autophagie 

L’autophagie est un mécanisme de régulation déclenché par les stimuli du stress 

environnemental de la cellule dont fait partie le stress oxydatif. Le processus désigne le 

confinement, l’engloutissement et la décomposition des structures intracellulaires 

anormales ou endommagées qui sont dégradées par l’intermédiaire du lysosome (en acides 

aminés, nucléotides, acides gras etc.) pour être recyclé (voir figure 24 ; (Ye et al., 2018)). 

L’autophagie est régulée par la protéine "cible de la rapamycine chez les mammifères" (ou 

complexe mTOR pour « mammalian target of rapamycin » en anglais). C’est l’inhibition du 

complexe mTOR par la protéine p53 ou les AMPK (protéines kinases AMP-dépendante) qui 

active la voie autophagique. En revanche, l’activation du complexe mTOR par la signalisation 

de la voie MAPK et Akt, atténue l’autophagie. La synthèse des protéines se produit 

essentiellement dans le réticulum endoplasmique (RE). Le RE évalue les protéines 

synthétisées pour savoir si elles ont eu un bon assemblage grâce à cette voie d’autophagie 

ou également grâce au système ubiquitine-protéasome. Une fois identifiées, il va initier leur 

destruction et leur recyclage. Environ un tiers des protéines produites subissent ce 

processus, appelé la réponse UPR (pour « Unfold protein response »). Cette réponse UPR 

peut aussi déclencher l’apoptose via la libération de caspase 12. Enfin le stress du RE peut 

aussi déclencher la production de ROS elle-même via l’activation du facteur NF-κB (Jung et 

al., 2020). 

 

 

 

Figure 24. Voie de signalisation de l'autophagie dans les cellules ciliées, d'après Wu et al., 

2020. 
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Chapitre 5: Objectifs de la thèse 

 

L’exocytose des vésicules synaptiques glutamatergiques des CCIs est régulée par l'activité 

voltage-dépendante des canaux calciques de type CaV1.3 et du senseur calcique l’otoferline.   

L'organisation moléculaire fonctionnelle de ces deux acteurs restent encore à préciser. Nous 

avons ici abordé trois aspects du fonctionnement des synapses à ruban des CCIs :  

 

1. Caractériser le rôle de la clarine-2  

 

 La clarine-2 est une petite protéine de type tetraspan (quatre domaines 

transmembranaires) récemment identifiée et appartenant à la famille de la clarin-1 (Usher-III 

syndrome protein). Tandis que la clarine-1 est montrée comme essentielle à la 

morphogénèse des stéréocils et à l'organisation spatiale resserrée des canaux CaV1.3 aux ZA 

des CCIs, l'implication de la clarin-2 dans les synapses à ruban reste encore à déterminer. 

Une mutation délétère de clarin-2 chez la souris provoque une surdité profonde qui a pour 

origine une désorganisation des stéréocils.  Pour explorer le rôle synaptique éventuel de la 

clarin-2, nous avons aussi caractérisé les courants calciques et potassiques, ainsi que 

l'exocytose des CCIs de souris n'exprimant pas la clarin-2. Des expériences de restauration 

par injection intra-cochléaire de particules virales AAV contenant la séquence codante de 

clarin-2 nous permettrons de déterminer si les défauts synaptiques proviennent bien 

directement de l'absence de clarine-2.  

 

2. Etudier le rôle de SNAP-25  

 

 L'implication des SNAREs dans le fonctionnement des synapses à ruban des CCIs reste 

encore largement débattue, notamment le rôle de la SNAP-25 (t-SNARE). Il est à noter que 

ces SNAREs sont essentielles à l'exocytose synaptique neuronale.   Notre objectif était ici de 

démontrer directement le rôle de la SNAP-25 dans l'exocytose vésiculaire des cellules ciliées.   

Pour cela nous avons généré un modèle de souris KO conditionnel SNAP-25 où le gène 

encodant cette protéine est spécifiquement supprimé dans les cellules ciliées.   L'impact sur 
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la fonction auditive et vestibulaire de ces souris sera étudié.  L'exocytose et les courants 

calciques des cellules ciliées auditives et vestibulaires seront caractérisés.   

 

 

3. Caractériser les changements fonctionnels et structurels lors du 

vieillissement  

Le vieillissement de la fonction auditive, notamment chez la souris C57BL/6J est en premier 

lieu associé à une dégénérescence progressive des synapses à ruban, bien avant une perte 

de cellules ciliées ou de neurones du ganglion spiral. Les changements fonctionnels 

progressif des synapses à ruban résiduelles avec l'âge ne sont pas encore précisément 

définis.  Nous étudierons ici au niveau cellulaire les changements des réponses calciques et 

de l'exocytose sur des CCIs de souris C57BL/6J avec l'âge.    
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Introduction 
 

La clarine-2 est une protéine de type tetraspan encodée par un gène paralogue de la 
clarine-1. Chez l'Homme, des mutations sur le gène codant pour la clarine-1 sont à l'origine 
du syndrome de Usher de type 3A (USH3A) qui se caractérise par une surdité progressive, 
une perte de la vue et dans certains cas, un trouble vestibulaire (Adato et al., 2002; Bonnet 
and El-Amraoui, 2012). Un modèle d'étude chez la souris a été généré par le "knock-out" du 
gène de la clarine-1. Ce modèle de souris présente une surdité progressive précoce sévère 
dû à un déficit dans la morphogénèse des stéréocils (Geng et al., 2009; Geng et al., 2012). Le 
gène codant pour la clarine-2 est également associé à un syndrome de surdité chez l'Homme 
(Vona et al., 2021). Nous avons identifié une mutation sur le gène Clrn2, induite par un agent 
mutagène (ENU), provoquant une surdité progressive sévère chez les souris mutantes 
clarinette. Nous avons caractérisé le rôle important de clarine-2 dans la maintenance des 
stéréocils et de la mécanotransduction.   
 
Résultats  
 

Les souris mutantes clarinette présentent une surdité progressive sévère précoce 
affectant les CCIs et les CCEs. 
 La clarine-2 est exprimée à l'apex des stéréocils des CCIs et des CCEs. Mais son 
expression commence tardivement dans la cochlée (P12). De ce fait, la clarine-2 n'est pas 
requise pour la morphogénèse des stéréocils, ni pour le développement de leur architecture 
en escalier ou leur organisation en U ou en V.   
 La clarine-2 a un rôle essentiel dans la maintenance des stéréocils. Dans les souris 
mutantes clarinette, à partir de P8, la taille des premières rangées de stéréocils est 
significativement réduite. De plus, le bout apical des stéréocils, normalement ellipsoïdal, est 
sphérique et aplatie, reflétant une perte de tension des liens entre les stéréocils que l'on 
appelle "tip-links".   
   Dans les souris mutantes clarinette, l'harmonine-b, une protéine essentielle du 
complexe de mécanotransduction, se retrouve délocalisée au bout des stéréocils. De plus, 
dans les CCIs et les CCEs des souris mutantes clarinette, les courants des MET sont 
drastiquement réduits.  
 
  Conclusion 
 
 Les souris clarinette, possédant une mutation délétère sur le gène Clrn2, présentent 
une surdité progressive précoce sévère. La clarine-2 est une petite protéine de 232 acides 
aminés de type tetraspan. Grâce à ce modèle murin, nous avons pu démontrer le rôle de 
clarine-2 dans la maintenance de la morphologie des stéréocils et de la mécanotransduction.   
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Introduction 

Le gène CLRN2 a été récemment découvert comme un nouveau gène 
impliqué dans une surdité. Chez l'homme, il a été identifié dans une famille 
iranienne consanguine comme une surdité génétique non syndromique 
neurosensorielle (Vona et al., 2020). Ce gène CLRN2 code pour une petite 
protéine à 4 segments transmembranaires de la "superfamille" des clarines 
(Figure 1).  Cependant, au contraire du syndrome de Usher III lié au gène 
CLRN1, la surdité CLRN2 n'est pas associée à un défaut visuel. Des souris 
portant la mutation clarinette (c.12G > A induit par un agent mutagène l'ENU 
ou N-nitroso-N-éthylurée) sur le gène Clrn2 montrent aussi une surdité 
progressive sévère (Dunbar et al., 2019). Cette surdité est principalement liée à 
une désorganisation des stéréocils empêchant une bonne transduction 
mécano-électrique.  

Chez la souris, la clarine-1 est essentielle à la fois pour la maintenance 
des stéréocils et l'organisation des canaux calciques à la zone active des cellules 
ciliées internes (Dulon et al., 2018).  C'est pourquoi nous avons recherché chez 
les cellules ciliées internes de la souris clarinette un potentiel défaut de 
fonctionnement des canaux calciques et de l'exocytose synaptique. 

 Résultats  

Comme observé dans de précédentes études (Dunbar et al., 2019), la 
mutation sur le gène Clrn2 entraîne un défaut au niveau de la maintenance des 
stéréocils, qui est en partie la cause de l'apparition de la surdité progressive. La 
désorganisation des stéréocils, notamment de la 1ère rangée, produit une 
réduction drastique de l'activité mécano-électrique des cellules ciliées externes 
et internes (Figure 1). 

Une injection précoce intra-cochléaire (P1-P2) d'un AAV portant le gène 
normal de la clarine-2 permet de prévenir le développement de la surdité 
progressive chez les souris mutantes clarinette (Figure 2). L'amplitude de l'onde 
P1-N1 est restauré de moitié mais les seuils auditifs sont quasiment identiques 
aux souris non-mutantes. 

  Chez les souris mutantes clarinette, les cellules ciliées internes (CCIs) 
présentent plusieurs défauts majeurs. Tout d'abord la taille des CCIs est 
significativement diminuée. Le potentiel d'activation des canaux calciques 
présente un décalage vers un potentiel de membrane plus négatif, et 
l'efficacité calcique de l'exocytose est largement diminuée (Figure 3). 
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Chez les souris mutantes clarinette injectées par le vecteur AAV portant 
le gène de la clarine-2, les CCIs conservent leurs propriétés d'exocytose 
synaptique normale (Figure 3).  

Les CCIs des souris mutantes clarinette possèdent également des défauts 
sur les courants potassiques, notamment ceux à grande conductance et 
cinétique rapide (BK). Les courants BK sont largement diminués et leur 
potentiel d'activation présente un grand décalage vers les potentiels plus 
positif (Figure 4). 

 

Conclusion  

Notre étude démontre le rôle crucial de la clarine-2 dans la régulation du 
potentiel d'activation des canaux calciques et potassiques BK des CCIs. 
L'efficacité calcique de l'exocytose est également largement réduite. 
L'utilisation de vecteurs viraux AAV contenant le gène de la clarine-2 permet la 
restauration quasi-complète des défauts mécano-électriques et synaptiques 
chez les souris mutantes clarinette.   

De précédentes études ont démontré le rôle de la clarine-1, codée par un 
gène paralogue, dans l'organisation et la régulation des canaux calciques 
Cav1.3 des CCIs (Dulon et al., 2018). Nos résultats suggèrent que la clarine-2 
pourrait également avoir un rôle similaire en interagissant directement avec le 
domaine C-terminale régulatrice des canaux calciques (Scharinger et al., 2015) 
ou avec des sous-unités beta auxiliaires aux canaux calciques (Liang and 
Tavalin, 2007). De la même manière que clarine-1, la clarine-2 pourrait aussi 
interagir indirectement avec les canaux calciques via d'autres protéines 
régulatrices comme l'harmonine (Gregory et al., 2013).  

 Nos résultats suggèrent que la clarine-2 est indispensable pour le 
maintien de l'intégrité des canaux BK. Ces derniers étant très sensibles à la 
régulation du calcium et du potentiel de membrane pourraient être régulé 
indirectement par l'action de la clarine-2 au niveau des canaux calciques. Il est 
possible aussi que la clarine-2 interagisse directement sur les sous-unités 
gamma régulatrices des canaux BK (Lingle et al., 2019) qui entraînent un 
décalage positif très similaire à celui observé chez les souris mutantes 
clarinette.
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Figure 1. Sensory hair bundle defect in Clrn2clarinet/clarinet mice. 

 (A) The genomic structure of mouse Clrn2 (ENSMUST00000053250), and domains of the 

encoded tetraspan-like glycoprotein (232 amino acids). Black-filled boxes represent 

untranslated region of Clrn2. The positions of the transmembrane (TM) domains (blue) and 

the structure of Clrn2. 

(B) The clarinet mutation, Clrn2clarinet (c.12G > A) (red asterisk) leads to a premature stop 

codon at position 4 (p. Trp4*). 

(C) Pseudo-colored scanning electron micrographs of individual IHC hair bundles from 

Clrn2clarinet/+ and Clrn2clarinet/clarinet mice at P28. The two first rows of stereocilia of IHCs from 

P28 Clrn2clarinet/clarinet are disorganized, fewer in number and heterogeneous in height.  
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Figure 2. Sensorineural hearing loss in Clrn2clarinet/clarinet 

(A) Examples of Click-ABR at 80 dB SPL.  

(B) Click and frequencies ABR thresholds recorded from P28 Clrn2+/+ mice (black; n=11), P28 

Clrn2clarinet/clarinet mice (orange; n=12). Note a large increase in ABR thresholds in 

Clrn2clarinet/clarinet mice. P28 rescued Clrn2clarinet/clarinet mice (Blue; n=12) were obtained after 

intracochlear injection at P2ofan AAV containing Clrn2 gene (AAV_PHP.eB-CMV-Clrn2-IRES-

GFP-WPRE) as previously described for Clrn1 (Dulon et al., 2018). Asterisks indicate 

significant difference with p<0.001 as compared to Clrn2+/+mice (for tone ABRs: two-way 

ANOVA, post-hoc Tukey test; p=0.1E-7 and p=4.6E-46 respectively for Clrn2clarinet/clarinet and 

Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2); (for click-ABRs: unpaired t-test; p=1.4E-26 and 

p=4.39059E-4).  

(C) Click-Wave-I amplitude P1-N1 as a function of sound intensity in dB SPL.Clrn2clarinet/clarinet 

injected with AAV-Clrn2 displayed partially restored Wave-I. Asterisks indicate statistical 

difference compared to Clrn2+/+ mice with p= 3.6E-11 and p= 6.37003E-5respectively for 

Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2 (two-way ANOVA). 

(D) Distortion Products Otoacoustic Emissions (DPOAE in dB SPL) as a function of sound 

intensity (dB SPL). Note that in Clrn2clarinet/clarinet mice the DPOAEs are seriously affected and 

partially rescued in Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2.  These results suggest that the 

lack of Clrn2 affect the electro-mechanical activity (amplification) of the outer hair cells 

(OHCs), presumably by affecting their stereocilia organization (Dunbar et al., 2019). Asterisks 

indicate statistical difference compared to Clrn2+/+ mice with p= 0.1E-7and 

p=0.03respectively for Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with Clrn2 (two-way 

ANOVA between 70 to 45 dB SPL). 
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Figure 3. 
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Figure 3. Synaptic defect in Ca2+-dependent exocytosis of P28 Clrn2clarinet/clarinet IHCs  

(A) Left image shows an ex-vivo organ of Corti explant from a P20 Clrn2+/+ mice placed in the 

patch-clamp recording chamber containing artificial perilymph and observed under a FN1-

Nikon microscope (X60 water immersion-objective). Right image shows, under confocal 

fluorescent microscopy, an AAV-GFP-Clrn2 transfected Clarin2clarinet/clarinet OC explant. The 

fluorescence due to the GFP cassette added in the AAV vector (AAV_PHP.eB-CMV-Clrn2-

IRES-GFP-WPRE) indicated a good transfection of IHCs (> 90 %).   

(B) Ca2+ current density of Clrn2clarinet/clarinet IHCs is similar to control Clrn2+/+ IHCs (left graph) 

while Clarin2clarinet/clarinet IHCs were significantly smaller (resting cell surface membrane 

capacitance at -70 mV) than control IHCs (right graph). Asterisks indicate statistical 

difference with p=1.04E-4 and p=0.35 respectively forClrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet 

injected with AAV-Clrn2 (unpaired t-test). 

(C) The voltage-activation curve of Ca2+ currents reveal a large negative shift of nearly 20 mV 

in Clrn2clarinet/clarinet IHCs. This shift is completely corrected in Clrn2clarinet/clarinet injected with 

AAV-Clrn2. Asterisks indicate statistical difference with p=2.37E-5 and p=0.45 respectively 

for Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with Clrn2 (unpaired t-test).  

(D) The voltage-dependent activation of exocytosis is also largely shifted to negative 

potentials in Clrn2clarinet/clarinet IHCs with a large decrease in amplitude. Exocytosis Ca2+ 

efficiency is also significantly decreased in Clrn2clarinet/clarinet IHCs (measured at ICa max for 

each cell). Asterisks indicate statistical difference with p=0.046 and p=0.67 respectively for 

Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2 (unpaired t-test).  

(E) Leak currents measured between -90 and -60 mV (25 ms voltage-step) are significantly 

decreased in Clrn2clarinet/clarinet IHCs and partially recovered in Clrn2clarinet/clarinet injected with 

Clrn2 IHCs. Asterisks indicate statistical difference with p=1.2E-6 and p=0.8E-4respectively 

for Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with Clrn2 (unpaired t-test). This resting leak 

current reflects the passive ionic current flowing through the mechanoelectrical channels 

(MET), suggesting their dysfunction in Clrn2 mutant IHCs.  

Measurements of Ca
2+

 currents and membrane capacitance of IHCs were performed under whole-cell 

patch clamp conditions in P28 mice in the 20-40% normalized distance from the apex, an area coding 

for frequencies ranging from 8 to 16 kHz, by using an EPC10 amplifier controlled by Patchmaster 

pulse software (HEKA Elektronik, Germany). Patch pipettes were filled with a cesium-based 

intracellular solution containing (in mM): CsCl 145; MgCl2 1; HEPES 5; EGTA 1; TEA 20, ATP 2, GTP 0.3, 

pH 7.2, 300 mOsm. The organ of Corti was incubated in an extracellular perilymph-like solution 

containing NaCl 135; KCl 5.8; CaCl2 5; MgCl2 0.9; NaH2PO4 0.7; Glucose 5.6; Na pyruvate 2; HEPES 

10, pH 7.4, 305 mOsm. This extracellular solution was complemented with 0.25 µM of apamin 

(Latoxan; cat # L8407) and 1 µM of XE-991 (Tocris Bioscience; cat # 2000) to block SK channels and 

KCNQ4 channels, respectively. The external Ca2+ concentration was increased from 1.3 to 5 mM to 

enhance the amplitude of Ca2+ currents to levels nearby body temperature. All experiments were 

performed at room temperature (22°C–24°C) as described in Peineau et al. (2021). 
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Figure 4. 
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Figure 4. Defect in BK currents in Clrn2clarinet/clarinet IHCs 

 

(A) Whole-cell patch-clamp recordings of BK currents in P28 IHCs from ex-vivo whole-mount 

preparation (Skinner et al., 2003).  The figure shows comparative examples of BK currents 

when using a brief depolarization step of 20 ms from -80 to 0 mV in WT, mutant and rescued 

mice. 

(B) Comparative BK current-voltage curves in Clrn2+/+ (black), Clrn2clarinet/clarinet (orange) and 

Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2 (blue). IBK (termed also IKf,f for fast, Kros et al., 

1998) was measured 2.5 ms after the onset of the voltage-step stimulation allowing its 

separation from IKs (non-BK slowly activating K channels).  Note the large shift in the voltage-

activation of BK channels in Clrn2 mutants. 

Asterisk indicates statistical difference with p=0.038 and p=0.26 respectively for 

Clrn2clarinet/clarinet and Clrn2clarinet/clarinet injected with Clrn2 (unpaired t-test). 

(C) Comparative BK conductance fitted with a Boltzmann function indicated a large shift in 

the half-max voltage activation from V1/2 of -13,5 ± 1,43 mV in Clrn2+/+ IHCs to14.1 ± 3.2 mV 

in Clrn2clarinet/clarinet IHCs and -5.9 ± 6.9 mV in rescued Clrn2clarinet/clarinet injected with AAV-Clrn2 

IHCs.  

(D) Comparative Box chart of the V1/2 from graph in C. Asterisks indicate statistical difference 

with p=2.7E-6 and p=0.22 respectively for Clrn2clarinet/clarinet and rescued Clrn2clarinet/clarinet 

injected with AAV-Clrn2 (unpaired t-test). 

 

Note that voltage error across series resistance (Rs = 5 ± 2 MΩ) and leak current were 

compensated for each IHC.  Whole-cell patch clamp recordings were made in P28 mice in the 

20-40% normalized distance from the apex, an area coding for frequencies ranging from 8 to 

16 kHz, by using an EPC10 amplifier controlled by Patchmaster pulse software (HEKA 

Elektronik, Germany). Recording pipettes were filled with a KCl-based intracellular solution 

containing in mM: 158 KCl, 2 MgCl2, 1.1 EGTA, 5 HEPES, and 3.05 KOH, pH 7.20. All 

recordings were made at room temperature (22°C).  All values are expressed as means ± 

SEM. 



 
  

90 

 
  



 
  

91 

 

 

 

Article 3 
 

Targeted SNAP-25 deletion disrupts the function and 
structure of inner ear hair cell ribbon synapses 

 

La délétion spécifique de la SNAP-25 dans les cellules ciliées 
internes perturbe les fonctions et la structure  

de la synapse à ruban. 
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Introduction 

La SNAP-25 est une protéine clé du complexe SNARE, un complexe essentiel dans 

l'exocytose des vésicules synaptiques du système nerveux central.  En revanche, l'implication 

de cette protéine dans les synapses à rubans des cellules ciliées restent encore discutés. Le 

rôle de cette protéine dans les cellules ciliées n'a été exploré que sur des cultures 

organotypiques d’organe de Corti, dérivé d'embryons de souris "KO" pour SNAP-25, car 

l'absence de ce gène est léthale (Nouvian et al., 2011). Cette étude montre que l'exocytose 

synaptique des cellules ciliées internes immatures n'est pas affectée en absence de SNAP-25, 

suggérant que les protéines SNARE neuronales ne sont pas impliquées dans ces synapses à 

ruban. Pour essayer de lever cette ambiguïté, nous avons développé ici des modèles de 

souris où le gène de la SNAP-25 est supprimé spécifiquement dans les cellules ciliées. Ces 

modèles murins nous ont permis de démontrer l'importance de la SNAP-25 dans la fonction 

auditive et vestibulaire. La SNAP-25 est essentielle à l'exocytose rapide des cellules ciliées 

"matures" mais aussi à leur propre survie, probablement par la co-sécrétion de facteurs 

neurotrophiques essentiels tels que BDNF et NT3. 

Résultats 

Nous avons généré des souris dont le gène Snap-25 est supprimé spécifiquement 

dans les cellules ciliées auditives et vestibulaires à différents du développement. Ces souris 

présentent à l'âge adulte une surdité profonde associée à des troubles vestibulaires 

importants. Ce phénotype est associé à un défaut de l'exocytose synaptique des synapses à 

ruban des cellules ciliées suivi d'une dégénérescence des synapses à rubans et des cellules 

ciliées elles-mêmes.  Ce phénotype peut être prévenu par l'injection intra-cochléaire d'un 

vecteur AAV contenant le gène de la Snap-25.  

Conclusion : 

La protéine SNAP-25 est essentielle au fonctionnement des synapses à ruban, 

notamment dans l'exocytose rapide des vésicules synaptiques, de manière similaire à ce qui 

a été décrit dans les synapses neuronales (Oyler et al., 1989).  Les mécanismes qui 

conduisent à une dégénérescence des synapses à rubans et des cellules ciliées elles-mêmes 

restent maintenant à élucider.  Il faut noter que l'absence de SNAP-25 produit aussi une 

dégénérescence neuronale (Hoerder-Suabedissen et al., 2019).
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Introduction 

La perte d'audition lié à l'âge est couramment décrite comme une synaptopathie 

cochléaire qui résulte d'une dégradation progressive des synapses à ruban des cellules ciliées 

internes. Les changements structurels et fonctionnels de ces synapses avec l'âge ne sont pas 

encore entièrement établis. Nous avons étudié cette question sur la lignée de souris 

C57BL/6J qui présente une perte d'audition précoce lié à l'âge. Ces souris C57BL/6J 

présentent une mutation sur le gène de la cadherin-23 (Noben-Trauth et al., 2003).  Nous 

confirmons chez ces souris une diminution progressive du nombre de synapses à ruban avec 

l'âge, bien avant que les cellules ciliées ou les neurones du ganglion spiralé commencent à 

dégénérer.  Nous caractérisons pour la première fois au niveau cellulaire les changements 

fonctionnels des synapses restantes chez la souris âgée.   

Résultats 

Les Souris C57BL/6J développent une surdité progressive profonde liée à l'âge avec 

notamment une baisse de l'amplitude de l'onde P1-N1 suggérant une baisse du nombre des 

synapses afférentes associées aux cellules ciliées internes.  De manière surprenante la 

hausse des seuils auditifs est associée à une réponse exacerbée des startle reflex aux faibles 

intensités sonores, suggérant une hyperacousie. L'origine de cette réponse pourrait provenir 

d'une potentialisation des synapses afférentes cochléaires restantes.   

L'analyse en microscopie immuno-confocale nous montre une diminution drastique 

du nombre de synapses à ruban. Ce phénotype est associé à un rétrécissement important du 

corps cellulaire des cellules ciliées internes. Les rubans présynaptiques présentent une 

augmentation significative de leur volume, associée à une augmentation de la densité des 

récepteurs AMPARs postsynaptiques.  

Par les techniques du patch-clamp et d'imagerie calcique sur explant d'organe de 

Corti ex-vivo, nous montrons une augmentation de la densité des courants calciques des 

cellules ciliées internes.  Cette augmentation des réponses calciques est associée à une 

exocytose exacerbée, notamment l'exocytose soutenue.  En parallèle ces cellules présentent 

une diminution importante de la taille des "patchs" de canaux BK ainsi qu'une modification 

de l'activation voltage-dépendant de ces canaux. 

 La diminution en taille des CCIs ainsi que l'augmentation de l'expression des 

protéines membranaires intracellulaires LC3B, marqueurs des vésicules autophagiques, 

suggèrent une activation de l'autophagie cellulaire avec l'âge dans les cellules ciliées de 

souris C57BL/6J.  L'autophagie est un processus général cellulaire bien connu pour lutter 

contre la production excessive d'espèces réactives de l'oxygène (voir revue Chester et al. 

(2021)). 
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Conclusion  

Notre étude démontre de nouveaux mécanismes fonctionnels et structurels de 

plasticité des synapses à ruban des cellules ciliées lié au vieillissement des souris C57BL/6J. 

Cette plasticité mène à une potentialisation de la synapse à ruban qui pourrait être à 

l'origine du phénomène paradoxal d'hyperacousie (hypersensibilité aux faibles intensités 

sonores) observée chez ces souris. 
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Dans mon travail de thèse j’ai abordé trois aspects du fonctionnement des synapses à ruban 

des CCIs :  

1) Le rôle de la clarine-2 dans la régulation voltage-dépendante des canaux CaV1.3, les 

canaux calciques essentiels au déclenchement de la libération des vésicules synaptiques (ou 

exocytose). Individuellement ces canaux CaV1.3 sont organisés en configuration 

nanodomaine (quelques nm) avec les vésicules synaptiques dans la ZA. La réponse 

synchrone de ces nanodomaines calciques, en fonction du voltage, forme un microdomaine 

calcique plus large à l’échelle du ruban (quelques centaines de nm) pour un recrutement 

actif des vésicules. 

 2) Le rôle des SNAREs, dont la SNAP-25 en particulier, en tant que protéines d’attachement 

ou d’encrage des vésicules synaptiques à la membrane plasmique des ZA. Ces protéines sont 

essentielles au bon fonctionnement des synapses centrales neuronales mais leur rôle dans 

les CCIs restait encore controversé. 

3) Leurs changements fonctionnels lors du processus de vieillissement chez la souris 

C57BL/6J, en particulier la modification des microdomaines calciques présynaptiques et leur 

impact sur l’exocytose.  

 

I. Rôle de la clarine-2 dans la maintenance morpho-fonctionnelle des 

stéréocils  

 
On sait qu'un déficit en clarine-1 provoque une surdité profonde progressive du à 

une désorganisation des stéréocils (Geng et al., 2009; Geng et al., 2012; Dulon et al., 2018). 

Nous montrons ici que la clarine-2 encodée par un gène paralogue de la clarine-1 joue aussi 

un rôle important dans la maintenance des stéréocils. En effet, l’étude des souris mutantes 

clarinette où l’expression de la clarine-2 est altérée permet de mettre en évidence le 

développement d'une surdité profonde progressive (Dunbar et al., 2019). La morphogénèse 

des stéréocils n’est pas affectée, en revanche on observe une réduction progressive de la 

taille des deux premières rangées de stéréocils à partir de P8 dans les CCEs et de P16 dans 

les CCIs. Cette réduction progressive des stéréocils est également observée dès P6-7 dans les 

souris mutantes ayant un défaut génétique au niveau des acteurs importants de la mécano-

transduction comme TMC1/TMC2, TMIE ou LHFPL5 (Kawashima et al., 2011; Xiong et al., 



      DISCUSSION
  

170 
 

2012; Zhao et al., 2014). Ce phénotype est aussi retrouvé lors d'un traitement 

pharmacologique in vivo de souris « wild-type » par un bloqueur perméable des canaux de 

MET, le FM1-43 (Velez-Ortega et al., 2017), suggérant que l'activité des MET est essentielle 

pour la stabilité des stéréocils.  A partir de P6 en chez la souris clarinette, le bout apical des 

stéréocils se déforme pour passer d’une forme conique dû à la tension des « tip-links » a une 

forme sphérique et aplatie, suggérant une perte de tension ou rupture des « tip-links ». De 

plus, dans ces souris mutantes, la protéine harmonine-b, une protéine essentielle à 

l’attachement des « tip-links » à l’actine et au bon fonctionnement de la mécano-

transduction (Michalski et al., 2009) se retrouve délocalisée à l'apex des stéréocils au lieu du 

point d'encrage du « tip-link ». Cette délocalisation de l'harmonine-b se retrouve également 

dans les souris mutantes pour les dimères composant le « tip-links » : cadhérine-23 et 

protocadhérine-15 (Lefevre et al., 2008).  La persistance d’un faible courant de MET chez les 

souris clarinette suggère que la clarin-2 n’est pas directement associée au fonctionnement 

du complexe des canaux de MET mais qu'elle intervient dans la maintenance de la tension 

des « tip-links ».  

II. Rôle de la clarine-2 au niveau des synapses à ruban 

 
La clarine-1, en plus de son rôle dans la morphogénèse des stéréocils, joue également 

un rôle important dans l’exocytose des vésicules glutamatergiques dans les synapses à ruban 

des CCIs (Dulon et al., 2018). En effet dans un modèle de souris n’exprimant pas clarine-1, on 

observe un défaut de l’efficacité calcique de l’exocytose. Ce défaut fonctionnel s’explique 

par une désorganisation structurelle de la synapse. Le regroupement des canaux calciques 

CaV1.3 au niveau des ZA est anormalement faible par rapport à la normale. La clarine-1 

semble faire le lien entre les canaux calciques CaV1.3, via notamment la sous-unité CaVβ2 des 

canaux, et l’architecture de la synapse à ruban via la protéine d’échafaudage harmonine-b 

qui contacte directement le réseau de filaments d’actine (voir figure 25). 
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Figure 25. La clarine-1 est essentielle à l'organisation morpho-fonctionnelle des zones actives des CCIs : 

d'après Dulon et al. (2018).  En absence de clarin-1, l'agrégation des canaux CaV1.3 dans la ZA présynaptique et 

des récepteurs AMPA postsynaptiques sont altérées.  On suppose une désorganisation similaire en absence de 

clarine-2.  

 

 L’étude des paramètres électrophysiologiques des CCIs de souris mutantes clarine-2 

nous a permis de retrouver des défauts synaptiques fonctionnels ressemblant à ceux 

observés chez les souris KO clarin-1. Nous observons aussi une réduction de l’efficacité 

calcique de l’exocytose. Cette réduction suggère comme pour la clarine-1, une 

désorganisation des canaux calciques CaV1.3 au niveau des ZA des CCIs.  La réduction de 

l’efficacité calcique n'est cependant pas associée à une augmentation de la densité du 

courant calcique comme pour les CCIs de souris KO clarine-1.  De manière remarquable, la 

courbe d’activation voltage-dépendante des canaux calciques des CCIs des souris clarinette 

présente un décalage négatif important de 20 mV.  Ces résultats suggèrent que la clarine-2 

est un facteur important de la régulation fonctionnelle du complexe Cav1.3.   
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III. Perspectives sur le rôle de la clarine-2 

Nous ne savons pas si les canaux CaV1.3 des CCIs de souris clarinette présentent une 

désorganisation spatiale similaire à celle observée chez les souris mutante KO clarin-1 (voir 

Figure 23).  Pour cela des investigations par imagerie confocale immunofluorescente devront 

être réalisées.  Comme pour la clarin-1 (Dulon et al., 2018), la colocalisation du marquage 

immunofluorescent des canaux calciques avec le ruban synaptique, la principale structure 

des ZA, permettra de déterminer le niveau de regroupement et d'organisation des canaux 

calciques à ces ZA.  

L’identification in vitro des interactions protéiques de la clarine-2 avec les différents 

composant du complexe Cav1.3 permettra également de mieux comprendre le lien entre la 

clarine-2, les canaux calciques CaV1.3 et l’architecture des synapses à ruban. Comme pour la 

clarine-1, l’harmonine-b et la sous-unité régulatrice CaVβ2 semblent être des candidats 

potentiels. L'harmonine-b est une protéine à plusieurs domaines PDZ qui interagit avec le 

réseau de filaments d’actine et le domaine C-terminal des canaux calciques CaV1.3 (Gregory 

et al., 2013). L’harmonine-b contrôle l’expression des canaux calciques à la surface des 

membranes plasmiques via l’activation de la voie de dégradation dépendante de 

l’ubiquitine.   

Enfin, nous nous proposons également d'étudier des souris double mutantes sur les 

gènes clarine-1 et clarine-2.  Elles permettront d'évaluer les interactions et les 

compensations éventuelles de ces deux protéines.  La fonction vestibulaire sera également 

explorée. 
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IV. La SNAP-25 est essentielle pour la fusion rapide des vésicules synaptiques et la 

survie des synapses à ruban 
 

Le rôle de la SNAP-25, protéine du complexe SNAREs, est bien caractérisée dans les 

synapses neuronales. Elle est située dans la membrane plasmique des neurones et permet 

l’amarrage des vésicules synaptiques pour faciliter leur fusion rapide (Oyler et al., 1989; Bark 

et al., 1995; Washbourne et al., 2002; Sorensen et al., 2006). 

Malgré la présence d’ARNm codant pour la SNAP-25 dans les cellules ciliées (Scheffer 

et al., 2015), son importance dans l’exocytose des synapses à ruban restait à démontrer. Une 

s étude précédente utilisant des neurotoxines pouvant cliver les principales SNAREs 

(synaptobrévine, syntaxine et SNAP-25) a démontré qu’elles n’altéraient pas l’exocytose des 

CCIs (Nouvian et al., 2011). L’absence d’effet des neurotoxines peut aussi bien s’expliquer 

par l’inaccessibilité de ces molécules aux sites de clivage des protéines SNAREs des CCIs ou 

par l’expression de protéines SNAREs résistantes dans les CCIs. Par ailleurs, cette même 

étude précédente montrait une exocytose normale des CCIs chez la souris « knock-out » 

pour le gène codant pour SNAP-25. Cependant, comme ce modèle murin KO-SNAP-25 n’est 

pas viable, l’étude de l’exocytose des CCIs sur ce modèle s’est faite sur des cultures d’organe 

de Corti dérivées d’embryons de souriceaux à E18 ; c’est-à-dire à un stade très immature. 

Puisque la délétion totale du gène codant pour la SNAP-25 est léthale chez le 

souriceau, nous avons développé un modèle de souris de « knock-out » conditionnel SNAP-

25 avec une délétion spécifique dans les cellules ciliées. La délétion du gène codant pour la 

SNAP-25 est dépendante de l’action de la Cre-recombinase exprimée sous l’action du 

promoteur de la myosine-15. Nos résultats montrent que la SNAP-25 est essentielle au 

maintien de l’intégrité des synapses à ruban mais aussi à la survie des cellules ciliées elles-

mêmes. Il est à noter que l’absence de la SNAP-25 dans les neurones conduit également à 

leur dégénérescence progressive (Molnar et al., 2002; Hoerder-Suabedissen et al., 2019) 

suggérant qu’elle joue un rôle important dans la sécrétion de facteurs neurotrophiques 

permettant la maintenance des synapses et la survie des l neurones (Shimojo et al., 2015). 

Ce mécanisme qui pourrait aussi expliquer la dégénérescence des rubans et cellules ciliées 

chez les souris KO conditionnel-SNAP25 par un défaut de sécrétion de facteur trophique tels 

que NT-3 ou BDNF (Fritzsch et al., 2004). 
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Notre étude montre par ailleurs que la SNAP-25 est essentielle à la phase rapide de 

l’exocytose des CCIs et des cellules vestibulaires (voir Figure 26). Ce défaut d’exocytose 

rapide est également observé in vitro dans des cellules neuronales embryonnaires 

présentant une SNAP-25 muté (Criado et al., 1999).  

 

Nous notons que le défaut sur l’exocytose des CCIs n’est pas total comme pour le KO-

otoferline, en particulier l’exocytose lente du SRP subsiste.  La présence  d’autres protéines 

de la famille des SNAP comme la SNAP-23, SNAP-29 ou encore la SNAP-47 pourraient 

compenser en partie la SNAP-25 (Kadkova et al., 2019). 

  

 

 

Figure 26. Représentation schématique des différentes protéines impliquées dans la fusion des 

vésicules glutamatergiques dans les synapses à ruban des cellules ciliées inspirée de M. 

Tertrais et al. 2018. Notre étude démontre que la SNAP-25 est un élément essentiel de l’exocytose 

rapide, probablement en interagissant avec le senseur calcique l’otoferline. L’implication de la 

synaptobrévine, protéine v-SNAREs associée aux vésicules, et de la syntaxin-1a associée à la 

membrane plasmique sont encore à démontrer. 
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V. Les changements structurels et fonctionnels des synapses à ruban des 

CCI lors du vieillissement 

 
Les souris C57BL/6J portent une mutation sur le gène codant pour la cadhérine-23 et 

développent une surdité précoce importante liée à l’âge.  Cette surdité se manifeste par une 

perte de plus de 50% des synapses à ruban afférentes contactant les CCIs. Nous observons 

une dégénérescence préférentielle des rubans du côté modiolaire des CCIs, cad ceux qui font 

face généralement aux fibres postsynaptiques à haut seuil d’activation et ayant une activité 

spontanée faible.  La perte de ces synapses à haut-seuil est également observée lors d’un 

trauma acoustique (Fernandez et al., 2015; Liberman and Kujawa, 2017; Hickman et al., 

2020). Ces résultats suggèrent que ces synapses à haut seuil sont plus sensibles au stress 

oxydatif provoqué par le vieillissement cellulaire ou le trauma acoustique.  

Nous observons que les rubans synaptiques ont tendance à grossir avec l’âge pour en 

moyenne tripler de taille à un an. Ces observations sont en accord avec une étude 

précédente montrant la croissance en taille des rubans dans plusieurs lignées de souris avec 

l’âge (Stamataki et al., 2006; Jeng et al., 2020). Cette croissance des rubans synaptiques est 

également associée à une augmentation de la densité postsynaptiques des fibres afférentes 

du ganglion spiral. Nous montrons chez les souris C57BL/6J âgées, que la densité du courant 

calcique des CCIs augmente et qu’elle est associée à une augmentation de la taille des 

microdomaines calciques au ruban. L’augmentation des microdomaines calciques 

présynaptiques avec l’âge est associée à une augmentation de l’exocytose soutenue des 

vésicules du SRP (voir figure 25).  Bien qu’il n’y ait pas d’enregistrements de l’activité des 

fibres postsynaptiques effectués chez la souris âgées, nos résultats suggèrent que la capacité 

augmentée de l’exocytose soutenue des CCIs âgées pourrait réduire l’amplitude de 

l’adaptation soutenue des fibres afférentes.   

L’ensemble de nos résultats suggèrent une potentialisation des synapses à ruban avec 

l’âge. Cette potentialisation des synapses des CCIs pourrait expliquer les startle reflexes  

exacerbées (hyperacousie) des souris C57BL/6J âgées (Ison et al., 2007) 
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Figure 27. Evolution de la synapse à ruban des CCIs des souris C57BL/6J avec l’âge : d'après 

Peineau et al. (2021).  En plus d'une perte de plus de 50 % des rubans à 1 an, on observe une 

augmentation du volume des rubans restants, un agrandissement du microdomaine calcique au ruban 

et des patches postsynaptiques de récepteurs AMPA. 

 

 

VI. Stress oxydatif et vieillissement des CCIs 

Le vieillissement cellulaire en général se manifeste par une augmentation du stress 

oxydatif reflétant un déséquilibre entre la production importante des ROS par les 

mitochondries et la baisse de production des antioxydants.  En plus de la production des ROS 

par les mitochondries, s’ajoute aussi la production de ROS par une famille de protéines 

appelée les NOX pour NAD(P)H oxydases que l'on retrouve dans la membrane plasmique. Les 

mitochondries et les NOX en produisant des ROS vont aussi produire en grande quantité des 

coenzymes NADH et NAPDH sous leur forme oxydé (NAD+ et NADP+).  

Il a été démontré que le domaine ribeye-B des rubans est sensible à la fixation du 

NADH permettant l’arrêt de sa polymérisation. Cependant la présence de la forme oxydé 

NAD+, à l’inverse, favorise les interactions entre les domaines ribeye et participe à 

l’augmentation de la taille des rubans (Magupalli et al., 2008; Wong et al., 2019). Ces 
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résultats suggèrent que l’augmentation de la taille des rubans avec l'âge chez les souris 

C57BL/6J résultent d’un déséquilibre de l’homéostasie de NAD+/NADH. 

L’augmentation de ce stress oxydatif est aussi visible au niveau des canaux 

potassiques. Il a été démontré que le stress oxydatif modifiait considérablement l'activité 

des canaux BK en produisant un décalage-positif de leur courbe d'activation voltage-

dépendante ce qui a pour conséquence l'allongement de la durée de repolarisation des 

potentiels d'actions (Sahoo et al., 2014; Hermann et al., 2015).  Les canaux BK semblent être 

de bons indicateurs du stress oxydatif. Dans les CCI de souris KO-Pejvakin, une protéine 

senseur des ROS qui recrute la machinerie autophagique et le peroxysome, dont la mutation 

est à l'origine de la surdité DFNB59, on observe aussi une modification d'expression des 

courants BK (Delmaghani et al., 2006; Defourny et al., 2019). Notre observation du décalage 

de la courbe d'activation des courant BK des CCIs âgées ainsi que leur baisse de 

regroupement sous la plaque cuticulaire, confirment un déséquilibre oxydatif.  

L’autophagie est un processus de régulation induit par le stress oxydatif. Il consiste à 

engloutir via de grandes vésicules (Autophagosome) et à décomposer de grandes structures 

intracellulaires endommagées grâce à la fusion de l’autophagosome avec un lysosome ou un 

peroxysome. Dans les souris âgées C57BL/6J on note l’augmentation de l’expression d’un 

marqueur membranaire de ces autophagosomes appelé LC3B suggérant une augmentation 

de l’autophagie avec l’âge. Ce processus est régulé par le complexe mTOR, son inhibition 

active la voie autophagique. C’est principalement un mécanisme de défense permettant de 

recycler les protéines endommagées mais sa suractivation est néfaste pour les cellules, 

pouvant même les entraîner dans l’apoptose cellulaire. Une mutation du complexe mTOR 

chez la souris entraînant sa suractivation entraîne une perte auditive précoce liée à l’âge (Fu 

et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



      DISCUSSION
  

178 
 

 

 

VII. Perspectives  

 
Pour contrer naturellement le stress oxydatif, les cellules disposent de molécules 

antioxydantes non enzymatique ou enzymatique comme la SOD (superoxyde dismutase) par 

exemple, une enzyme qui protège les cellules de la présence de superoxyde (McFadden et 

al., 1999). Ces antioxydants empêchent la formation ou diminuent la présence de ROS et 

permettent in fine de réduire le stress oxydatif.  

Certains antioxydants se révèlent efficaces comme traitement thérapeutique après un 

trauma acoustique ou en prévention de molécules médicamenteuses ototoxiques. 

Cependant ils n’ont pas encore montré leur efficacité dans le traitement de la surdité liée 

l’âge chez l’Homme. Cependant chez la souris l’utilisation de facteurs antioxydants comme la 

rapamycine ou le N-acétylcystéine permettent de prévenir contre le vieillissement cellulaire 

et la perte d’audition liée à l’âge (Zhang et al., 2014; Ding et al., 2016; Fu et al., 2018). 

Dans des expériences futures, l’utilisation de facteurs antioxydants pourraient nous 

donner des indications sur la réversibilité ou non des changements structurels et 

fonctionnels observés dans les synapses à ruban. De plus, le développement d’un protocole 

de traitement préventif des pertes d’audition liée à l’âge chez la souris pourrait ouvrir la voie 

à un traitement adaptable à l’Homme. 

Le ciblage des NOX pour réduire la production de ROS est aussi envisageable en 

prévention des pertes auditives liée au vieillissement. Un modèle de souris présentant une 

mutation sur une sous-unité du complexe NOX (p22PHOX) suggèrent que la réduction de 

l’activité du complexe NOX, entraînant une baisse de production des ROS, permet de 

préserver la morphologie cochléaire au cours du temps (Rousset et al., 2020). Des 

investigations futures au niveau cellulaire et moléculaire sur ces souris p22PHOX nous 

permettront de mieux comprendre les mécanismes de dégradation de l'audition avec l'âge.
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Synaptopathies des cellules ciliées auditives 
associées à un dysfonctionnement de l'exocytose Ca2+-dépendante 

 
Les signaux acoustiques sont encodés en impulsions électriques nerveuses au niveau des synapses à ruban des 
cellules ciliées internes (CCI) de la cochlée. L'exocytose des vésicules synaptiques glutamatergiques des CCIs est 
déclenchée par l'activation des canaux calciques voltage-dépendent CaV1.3 et requiert un senseur calcique 
particulier : l'otoferline. Ces canaux calciques CaV1.3 s’organisent de façon spatialement resserrée autour des 
rubans synaptiques en formant un complexe avec l’harmonine et la clarin-1 associées à l’actine-F. Dans la 
première partie de notre étude, nous avons étudié le rôle possible du nouvellement identifié paralogue de la 
clarine-1, la clarine-2, dans les synapses à ruban des CCI. Nous démontrons que la clarine-2 est impliquée dans 
la régulation du potentiel d'activation des canaux calciques des CCIs et en conséquence de l’exocytose 
synaptique. Dans une deuxième partie de notre travail nous avons étudié le rôle de la SNAP-25 dans 
l’exocytose des CCI. La SNAP-25 est une protéine essentielle du complexe SNARE qui permet l'amarrage des 
vésicules synaptiques à la membrane et leur fusion dans les synapses neuronales centrales mais dont le rôle au 
niveau des CCI est encore largement débattu. En utilisant des souris dont la SNAP-25 est sélectivement 
supprimée dans les cellules ciliées, nous montrons que la SNAP-25 est essentielle à la fonction auditive et 
vestibulaire, du fait d’une perte de l’exocytose rapide des cellules ciliées, suivi par une dégénérescence 
progressive des synapses et des cellules ciliées elles-mêmes. Dans une troisième partie, nous avons étudié la 
dégénérescence des synapses à ruban des CCI au cours du vieillissement. Nous observons chez les souris 
C57BL/6J âgées que les synapses à rubans des CCIs restantes, qui n’ont pas encore dégénérées, présentent des 
rubans agrandis, une augmentation des microdomaines calciques autour des rubans et une plus grande 
capacité à soutenir l’exocytose suggérant une potentialisation de ces synapses. Cette potentialisation des 
synapses à ruban âgées pourrait en partie expliquer l’hyperacousie paradoxalement observée dans la 
presbyacousie. 
 
Mots-clés : Surdité, Cellules ciliées auditives, Exocytose calcium-dépendante. 

 

 
Auditory hair cells synaptopathies 

due to Ca2+-dependent exocytosis disruption 
 

Acoustic signals are encoded into electrical nerve impulses at the ribbon synapses of the cochlear inner hair 
cells (IHC). Exocytosis of the synaptic glutamatergic vesicles at these ribbon synapses is triggered by the 
activation of the voltage-dependent calcium channels CaV1.3 and required a specific calcium sensor: otoferlin. 
In the first part of my thesis, we studied the role of clarin-2, a newly identified tetraspan protein paralog of 
clarin-1, in these synapses. We know from previous studies that clarin-1, by forming a complex associating 
CaV1.3 channels, harmonin-b and actin-F, is essential for a compact spatial organization of the Ca1.3 channels 
at the active zone of the IHC ribbons. We show that clarin-2 is essential for a normal voltage-dependent 
activation of the IHC calcium channels and is likely part of the clarin-1 complex at the ribbon synapses. In the 
second part of my thesis, we studied the role of SNAP-25, a protein of the SNARE complex implicated in the 
docking, priming and fusion of the synaptic vesicles at neuronal central synapses but whose implication at the 
ribbon hair cell synapses remain still under debate. We show that mutant mice specifically deleted for SNAP-25 
in hair cells are profoundly deaf and have a severe vestibular deficit. Electrophysiological patch-clamp 
recordings in IHCs and utricular hair cells indicated a severe defect in fast exocytosis. This synaptic functional 
defect was associated with a progressive degeneration of the ribbon synapses and the hair cells themselves, 
suggesting that SNAP-25 is also essential for the release of important neurotrophic factors. In the third part of 
my thesis, we investigated the functional changes of the aging ribbon synapses in C57BL/6J mice. We found 
that the aging synaptic IHC ribbons, while progressively degenerating, become larger with enlarged Ca

2+
 

microdomains to produce a more sustained exocytosis of synaptic vesicles. The expression and the voltage 
dependence of the fast BK channels, essential for fast IHC repolarization, were also severely affected with 
aging. All these results suggested that the IHC ribbon synapses become potentiated with aging, a process that 
may partly explain the paradoxical hyperacusis phenomenon in presbyacusis.  
 
Keywords : Hearing loss, Auditory hair cells, Calcium-dependent exocytosis. 


