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RESUME

Contexte : La réponse synchrone des fibres du nerf auditif, évaluée a partir de I'onde | des
potentiels d'action évoqués auditifs (PEA), ou a partir du potentiel d’action composite (PAC)
du nerf auditif, est déterminante pour le dépistage des neuropathies cochléaires. De
récentes études ont toutefois montré que le seuil et 'amplitude de cette réponse pouvaient
étre absolument normaux malgré une perte importante (désafférentation) de fibres du nerf
auditif. Dans ce travail de thése, nous proposons une nouvelle méthode d'exploration
fonctionnelle, potentiellement applicable a I'hnomme, rendant mieux compte de l'intégrité des

fibres auditives.

Matériel et méthodes : Chez des gerbilles, une perte sélective de fibres du nerf auditif a été
induite par application d’une faible concentration d’ouabaine dans la niche de la fenétre
ronde de la cochlée. Cette neuropathie a été caractérisée par des comptages de synapses
(immunohistochimie/imagerie confocale 3D) et I'enregistrement de I'activité unitaire de fibres
du nerf auditif. La réponse synchrone (PAC) et la réponse soutenue du nerf auditif ont été
enregistrées 6 jours aprés l'application d'ouabaine, a l'aide d’'une électrode de recueil

disposée dans la niche de la fenétre ronde de la cochlée.

Résultats : L’application d’ouabaine induit une perte spécifique des fibres a basse activité
spontanée (AS<0,5 potentiel d’action/sec) comme observé au cours du vieillissement et
aprés une surexposition sonore. La disparition de cette population de fibres est indétectable
a laide du PAC car leur réponse unitaire est a la fois retardée et désynchronisée.
L’amplitude de la réponse soutenue du nerf se révéle étre un bien meilleur indicateur de la
perte des fibres a basse activité spontanée. Pour aller plus loin, nous avons exploré une
méthode permettant d’étudier le décours temporel de l'activité des fibres auditives. Cette
approche rend compte des mécanismes de fusion vésiculaire (libération rapide et soutenue)

de la premiére synapse auditive.

Conclusion : L’analyse de la réponse soutenue du nerf auditif facilite le dépistage et la
caractérisation des pertes de fibres auditives. D'autre part, I'analyse de la réponse temporelle
de ces fibres permet d'étudier la neurotransmission de la premiére synapse auditive.
Appliquée a I'nomme, cette méthode devrait améliorer le dépistage des neuropathies
cochléaires, avec une meilleure différenciation des atteintes d’origine synaptique et/ou

neuronale.

Mots clés : cochlée, nerf auditif, potentiel d’action composite, activité soutenue du nerf

auditif, enregistrements unitaires, ouabaine, neuropathie.
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1. INTRODUCTION

La cochlée est I'organe périphérique de I'audition ayant pour fonction de transformer le
signal sonore en un message nerveux interprétable par le systéme nerveux central. Quatre
rangées de cellules ciliées sont disposées tout au long de la cochlée. Parmi ces cellules
ciliées, on distingue : 1) les cellules ciliées externes (CCE, 3 rangées) qui augmentent
I'amplitude et la sélectivité fréquentielle de la stimulation mécanique ; et 2) les cellules ciliées
internes (CCI, 1 rangée) qui assurent le transfert de la stimulation aux fibres du nerf auditif.
Chaque CCI est innervée par un grand nombre de fibres afférentes présentant différentes
propriétés fonctionnelles. Tandis que certaines fibres sont activées dés les bas niveaux de
stimulation (codage des seuils auditifs), d'autres fibres sont spécialisées dans le codage des

niveaux supraliminaires.

Une perte sélective de CCE entraine inévitablement une perte d’amplification
mécanique et donc une élévation des seuils auditifs (Liberman and Dodds, 1984, Davis et
al., 1989) observable en clinique a l'aide d’une simple audiométrie tonale. En revanche, si ce
sont les fibres afférentes qui disparaissent sélectivement, les seuils auditifs peuvent rester
quasi normaux malgré une perte de fibres (désafférentation) pouvant atteindre 50% (Kujawa
and Liberman, 2009, Bourien et al., 2014). Ce scénario pathologique, de type neuropathie
(Starr et al., 1991, Starr et al., 1996), est donc beaucoup plus difficile & détecter en clinique

et requiert une batterie importante de tests auditifs supraliminaires (Zeng et al., 2005).

Pendant des années la communauté scientifique a considéré que dans la trés grande
majorité des surdités cochléaires acquises, les CCE étaient les premieres a étre affectées,
entrainant une dégénérescence secondaire des fibres afférentes. Une série d’articles
récents montre que ce schéma pathologique est probablement trop simpliste. Au cours du
vieillissement par exemple, il a été montré chez la souris que le nombre de CCE commence
a diminuer a demi-vie (~80 semaines chez la souris) alors que la perte de fibres afférentes
commence trés tét, et progresse tout au long de la vie (0,25% par semaine chez la souris),
pour atteindre ~35% de perte en fin de vie (Kujawa and Liberman, 2006, Sergeyenko et al.,
2013). Chez I'homme, l'observation post-mortem de cochlées montre un mécanisme
similaire, a savoir une perte progressive des fibres (100 fibres/an) tout au long de la vie avec
une bonne préservation des cellules ciliées (Makary et al., 2011). Ces données suggérent

qu’il existe un stade précoce du vieillissement cochléaire ou les CCE sont intactes, alors que




les fibres du nerf auditif ont commencé a dégénérer. En outre, il a été montré qu'une
surexposition sonore aigué, caractérisée par une élévation temporaire des seuils auditifs
(Kujawa and Liberman, 2009, Lin et al., 2011, Furman et al., 2013), peut entrainer la
désafférentation de 50% des fibres ciblées par le traumatisme, tandis que les CCE restent
intactes. L’effet cumulé du vieillissement et de surexpositions sonores répétées pourrait donc
conduire a un profil audiométrique caractérisé par des seuils auditifs quasi-normaux,

associés a des troubles importants de I'audition supraliminaire.

Le but de cette thése était de développer une méthode d'exploration fonctionnelle
rendant mieux compte de l'intégrité du complexe CCI - fibres afférentes. Il répond a une
demande clinique de plus en plus pressante pour le diagnostic des neuropathies auditives
(Starr et al., 1996, Zeng et al., 2005) dont le nombre est trés certainement sous-estimé a
'heure actuelle. Pour ce faire nous avons mis au point, chez la gerbille, un modéle
expérimental de neuropathie avec perte sélective d'un faible pourcentage de fibres
afférentes (jusqu'a 25% de perte). Nous avons ensuite utilisé ce modéle pour développer et

évaluer une méthode de dépistage des neuropathies potentiellement applicable a ’homme.




2. CODAGE DE L'INFORMATION SONORE

2.1. Le systeme auditif périphérique

Nous entendons un son lorsque des vibrations de I'air ambiant, atteignant notre tympan,
le mettent en mouvement dans des conditions d'amplitude et de fréquence telles que cette
stimulation mécanique induit une sensation auditive. L'amplitude des vibrations acoustiques
est mesurée en décibel, avec un niveau de pression acoustique de référence de 20 uPa
lorsque cette amplitude est exprimée en dB Sound Pressure Level (dB SPL). La fréquence
représente le nombre de vibrations acoustiques par seconde. Elle est mesurée en Hertz (Hz)
et définit la hauteur des sons: plus la fréquence de la vibration est faible, plus le son est
grave, et inversement, plus la fréquence de vibration est élevée, plus le son est aigu. Les
mammiféres disposent d'une audition dont la gamme fréquentielle couvre environ 10 octaves
et dont la dynamique en intensité est d'environ 100 dB dans la zone de meilleure sensibilité.
Pour collecter et transformer ces sons, I'oreille des mammiféres est constituée de trois parties
(Figure 2.1): l'oreille externe, l'oreille moyenne et l'oreille interne, ayant chacune des rdles

bien définis.

2.1.1. L'oreille externe

L'oreille externe est constituée du pavillon et du conduit auditif externe. Elle est limitée
par une membrane souple, le tympan, qui la sépare de I'oreille moyenne (Figure 2.1). L'oreille
externe se comporte comme une antenne acoustique: le pavillon, associé au volume cranien,
diffracte les ondes sonores et les canalise vers le conduit auditif externe. Cet ensemble
assure une protection mécanique du tympan et joue un réle de résonateur qui modifie
sélectivement I'amplitude et la phase des ondes acoustiques. Ces modifications, qui sont
particulieres a chaque fréquence et a chaque angle d'incidence des ondes sonores,
caractérisent la fonction de transfert de I'oreille externe. Chez 'homme, pour I'azimut 45° dans
le plan horizontal, le gain acoustique induit a 3 kHz est de I'ordre de 20 dB. Contrairement a
certains animaux, I'homme doit tourner toute la téte pour orienter ses pavillons. Leur
implantation et leur relief participent cependant a des mécanismes monauraux de localisation
des sources sonores. Légérement dirigés vers l'avant, ils permettent de distinguer les sons

issus d'une source située droit devant de ceux issus d'une source située droit derriére.
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Figure 2.1: L'organe périphérique de l'audition. Le systeme auditif périphérique permet Ia
transformation des vibrations sonores en un systeme bioélectrique interprétable par le systéeme
nerveux central. Ce systéme est constitué de trois compartiments: l'oreille externe (E), I'oreille
moyenne (M) et I'oreille interne (l). L'oreille externe est constituée du pavillon et du conduit auditif
externe. Elle est limitée par une membrane souple, le tympan, qui la sépare de I'oreille moyenne.
L'oreille moyenne comprend une chaine de trois osselets: le marteau, I'enclume et I'étrier. Elle
communique avec le milieu extérieur via la trompe d'Eustache qui assure |'équilibre de pression de
part et d'autre du tympan. L'oreille interne est constituée du vestibule, organe de I'équilibre, et de la
cochlée, organe de I'audition. La cochlée est enroulée dans une paroi osseuse, avec deux ouvertures
vers l'oreille moyenne: la fenétre ovale (f.0.) et la fenétre ronde (f.r.). Ces fenétres sont fermées par
une membrane, avec un contact permanent de la plaque de I'étrier sur la membrane de la fenétre
ovale. Dessin Michel Saemann - Archives Larousse.

2.1.2. L'oreille moyenne

L’oreille moyenne est une cavité aérienne située entre l'oreille externe et l'oreille interne
(Figure 2.1). Cette caisse tympanique est fermée sur l'oreille externe par la membrane du
tympan, et sur l'oreille interne par lintermédiaire des fenétres ronde et ovale. Elle
communique avec le milieu extérieur via la trompe d'Eustache qui assure I'équilibre de
pression de part et d'autre du tympan. L'oreille moyenne joue un double rdle de transmission
et de protection. Lorsque le tympan vibre sous I'action des variations de pression transportées
par I'onde sonore, il met en mouvement trois os (le marteau, I'enclume et I'étrier). Cette

chaine ossiculaire se comporte comme un levier qui transforme les oscillations du tympan en



un mouvement de piston de la plaque de I'étrier dans la fenétre ovale. Le rapport des
surfaces tympan/fenétre ovale (>20/1) permet une amplification qui assure le transfert des
pressions acoustiques entre le milieu aérien et le milieu liquidien de l'oreille interne. L’oreille
moyenne est donc un adaptateur d’impédance sans lequel une trés grande partie de I'énergie

acoustique serait perdue.

L'oreille externe joue également un réle protecteur contre les sur-stimulations
acoustiques. Les deux muscles de la chaine tympano-ossiculaire (le muscle tenseur du
tympan, situé sur le marteau, et le muscle de I'étrier) se contractent par voie réflexe lorsque
l'oreille est soumise a un niveau sonore supérieur a 70 dB. En augmentant la rigidité du
systéme, cette contraction réduit essentiellement la transmission des sons de fréquence
inférieure a 1000-2000 Hz, avec une atténuation du niveau sonore d'environ 10 dB.
Toutefois, le changement d'impédance mécanique produit par la contraction des muscles
débute avec une latence de 20 a 40 ms et n'atteint son maximum qu'aprées 90 a 100 ms. De
plus, le muscle de I'étrier se relache par fatigue aprés quelques minutes. Ainsi ce réflexe, dit

stapédien, est inefficace contre les bruits impulsionnels et les bruits de longue durée.

2.1.3. L'oreille interne

L'oreille interne renferme les organes de I'équilibre (le vestibule) et de I'audition (la
cochlée). L'organe de l'audition assure la conversion du signal provenant de l'oreille

moyenne en un signal électrique qui est ensuite véhiculé par le nerf auditif jusqu'au cortex.

La cochlée est recouverte d'une paroi osseuse présentant deux ouvertures vers l'oreille
moyenne: la fenétre ovale et la fenétre ronde (Figure 2.1). La fenétre ovale est fermée par
une membrane en contact permanent avec la plaque de I'étrier. Elle transmet donc les
vibrations mécaniques des osselets aux liquides de l'oreille interne. La fenétre ronde joue le
réle de membrane d'expansion pour le liquide de l'oreille interne: son élasticité absorbe les

variations de volume induites par les mouvements de la fenétre ovale.

Lorsque les liquides de l'oreille interne sont mis en mouvement par les vibrations de
I'étrier, il se forme une onde propagée qui débute de la fenétre ovale et croit le long de la
membrane basilaire jusqu'a atteindre un maximum d'amplitude a une distance donnée. Le
positionnement de ce point de résonnance le long de la cochlée dépend de la fréquence de

la vibration. Les basses fréquences de stimulation font entrer en résonnance l'apex de la
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cochlée, ou la membrane basilaire est plus large et plus fine, tandis que les hautes
fréquences de stimulation font entrer en résonnance la base de la cochlée, ou la membrane
basilaire est plus étroite et plus épaisse. Cette théorie de I'onde propagée (Von Bekesy,
1956) ne permet pas a elle seule d'expliquer la sélectivité en fréquence de la cochlée. Nous
aborderons par la suite les mécanismes actifs améliorant la sélectivité fréquentielle de la

membrane basilaire (2.2.2.1.).

Situé sur la membrane basilaire, I'organe de Corti (Figure 2.2), organe sensori-nerveux
de la cochlée, est également affecté par ces déformations qui entrainent l'ouverture
mécanique de canaux cationiques au niveau des cellules sensorielles. L'entrée d'ions
potassique dans les cellules sensorielles engendre leur dépolarisation et permet la

transduction de I'énergie vibratoire en énergie électrique.

hélicotreme membrane de Reissner

rampe vestibulaire

canal cochléaire

rampe tympanique

neurones auditifs organe de Corti

rimaires —
P membrane basilaire

lame spirale osseuse

Figure 2.2: Coupe transversale de la cochlée. La cochlée est formée de deux rampes et d'un
canal, enroulés en spirale autour d'un axe osseux, le modiolus. La rampe vestibulaire et la rampe
tympanique, remplies de périlymphe (bleu), communiquent entre elles par un petit orifice situé a
I'apex de la cochlée, nommé hélicotréme. La rampe vestibulaire part de la fenétre ovale jusqu'a
I'apex de la cochlée, ol débute la rampe tympanique jusqu'a la fenétre ronde. Ces rampes sont
disposées de part et d’autre du canal cochléaire. Ce dernier est rempli d’endolymphe (vert), un
liquide particulierement riche en potassium. Le canal cochléaire est séparé de la rampe vestibulaire
par la membrane de Reissner, et de la rampe tympanique par la membrane basilaire. C'est sur cette
membrane qu'est situé /'organe de Corti, organe sensori-nerveux de la cochlée, siege des cellules
ciliées. Cet épithélium sensoriel est innervé par les neurones auditifs primaires. Dessin Stéphan
Blatrix - site «Voyage au centre de |'audition».
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2.2. Organe sensori-nerveux de la cochlée

L'organe de Corti doit son nom a l'anatomiste Alfonso Corti, qui en fit la description
détaillée en 1851. Organe sensori-nerveux de la cochlée, il est composé des cellules
sensorielles (ou cellules ciliées), des fibres nerveuses qui leur sont connectées, et des
structures annexes ou de support (Figure 2.3). Les compositions ioniques des divers
compartiments cochléaires jouent un réle important dans le bon fonctionnement de I'organe

de Corti.

2.2.1. Les fluides cochléaires

La périlymphe et I'endolymphe différent profondément par leur composition ionique.
Alors que la périlymphe, riche en sodium et pauvre en potassium, a une composition voisine
des autres liquides extra cellulaires, comme le liquide céphalo-rachidien (Na* et CI" proches
de I'équilibre électrostatique), I'endolymphe, pauvre en sodium, se caractérise par une
surcharge en potassium. Cependant, au lieu d'un potentiel de diffusion du K*, négatif, on
mesure, dans l'endolymphe, un potentiel endolymphatique de +80 mV. Ce potentiel
endocochléaire est la somme de deux potentiels : 1) un potentiel positif (120 mV), dd a une
sécrétion active de K* par la strie vasculaire, épithélium tapissant la paroi latérale osseuse
du canal cochléaire (Figure 2.3) ; et 2) un potentiel négatif (- 40 mV) da a la diffusion
passive des ions K* dans les cellules ciliées. L'activité des cellules sensorielles dépend de la

concentration en potassium de I'endolymphe (Sewell, 1984, Rickheit et al., 2008).

2.2.1.1. Gradient électrochimigue du potassium

Il semble que la cochlée ait trouvé le moyen de faire entrer et sortir le potassium des
cellules sensorielles sans dépense d'énergie. En régle générale, si un ion entre dans une

cellule de maniére passive, il sortira de maniére active et vice versa.

Cependant, au niveau de l'organe de Corti, seul le pble apical des cellules ciliées
baigne dans I'endolymphe trés riche en potassium (150 mM). Lorsque l'organe de Corti est
mis en mouvement, le déplacement des cils des cellules sensorielles ouvre les canaux
cationiques sensibles a I'étirement. Avec un potentiel endocochléaire situé aux environs de

+80 mV chez I'nomme, et un potentiel de membrane des cellules ciliées situé entre -70 mV
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et -55 mV, l'ouverture mécanique des canaux cationiques entraine une entrée passive et
massive des ions potassiques (en surcharge dans I'endolymphe) dans les cellules ciliées. On
comprend alors qu'une faible concentration en potassium de I'endolymphe aurait pour effet

de limiter la dépolarisation, et donc I'activité des cellules sensorielles.

La sortie de ces ions potassiques se fait également de maniére passive puisque leur
concentration est plus grande a l'intérieur de la cellule ciliée (150 mM) qu'a I'extérieur de son

corps cellulaire qui baigne dans la périlymphe (5 mM).

rampe vestibulaire / canal cochléaire

(Périlymphe) o (Endolymphe)

rampe tympanique

(Périlymphe)

Figure 2.3: Section transversale d’un tour de spire de la cochlée. Coupe transversale effectuée au
troisieme tour d’une cochlée de cobaye visualisée en microscopie électronique a balayage. Cette
image montre I'organe de Corti, situé entre la membrane basilaire (mb), la membrane de Reissner
(mR) et la strie vasculaire (SV). Dans I'organe de Corti, se trouvent les cellules sensorielles, avec une
rangée de cellules ciliées internes (CCl) et trois rangées de cellules ciliées externes (CCE),
représentées de part et d'autre du tunnel de Corti (tC). La membrane tectoriale (mt), flottant dans
I'endolymphe, coiffe les stéréocils des cellules ciliées. La CCl est entourée de cellules de soutien, alors
que les CCE, ancrées sur leurs cellules de soutien, ont leurs membranes latérales en contact direct
avec la corticolymphe (peu différente de la périlymphe) qui remplit le tunnel de Corti (tC) et les
espaces de Nuel (N). La partie apicale des cellules ciliées et celle des autres cellules annexes forment
la lame réticulaire qui isole le compartiment endolymphatique. Les fibres nerveuses gagnent ou
quittent 'organe de Corti par I'habenula perforata (hp) au travers de la membrane basilaire. Les
corps cellulaires des neurones auditifs primaires sont situés dans le ganglion spiral (GS). Image Marc
Lenoir.

13



2.2.1.2. Importance de I'homéostasie potassique

La strie vasculaire force les ions K+ a passer du plasma sanguin dans I'endolymphe et
les ions Na+ a passer de I'endolymphe dans le plasma, et ce en dépit de gradients de
concentration défavorables. Différents acteurs sont impliqués dans ce transport actif. Leur
réle est important car la réduction du potentiel endocochléaire et/ou de la concentration
potassique de I'endolymphe altére le fonctionnement des cellules ciliées (Sewell, 1984,
Rickheit et al., 2008). A terme, l'affaissement de la membrane de Reissner entraine la

dégénérescence des cellules ciliées.

Par exemple, chez la souris, l'inactivation des génes KCNQ1/KCNE1 codant pour le
canal potassique KCNQ1 et sa sous-unité régulatrice KCNE1, entraine une surdité associée
a une absence de sécrétion de potassium dans I'endolymphe (Vetter et al., 1996, Lee et al.,
2000, Letts et al., 2000, Casimiro et al., 2001). De méme, l'inactivation du géne SLC712A2
codant pour le co-transporteur Na*-K*-2CI entraine une surdité associée a une diminution de
la sécrétion de potassium dans I'endolymphe (Delpire et al., 1999, Dixon et al., 1999,
Flagella et al., 1999). L'importance de I'homéostasie potassique dans la cochlée est
également mise en évidence par les études bloquant les pompes Na*, K'-ATPase par
diffusion de ouabaine dans les liquides cochléaires (Kuijpers et al., 1967, Konishi and

Mendelsohn, 1970, Konishi and Salt, 1980, Marcus et al., 1981).

2.2.2. Les cellules sensorielles

La transduction des informations mécaniques en signaux électrochimiques est assurée
par les cellules sensorielles. Ces derniéres sont nommées cellules ciliées car leur pdle apical
(plaque cuticulaire), en contact avec I'endolymphe, porte une centaine de stéréocils disposés
en 3 ou 4 rangées de tailles croissantes (Figure 2.4). L'ensemble des stéréocils se comporte
comme une unité fonctionnelle et se déplace donc de fagon homogéne (Kozlov et al., 2007).
lIs sont reliés entre eux par de nombreux liens transversaux et par des liens terminaux (tip-
links). Lorsque les vibrations d'une onde sonore sont communiquées aux liquides de I'oreille
interne, le mouvement de la membrane basilaire crée une force de cisaillement qui déplace

la membrane tectoriale en travers des stéréocils des cellules ciliées.
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Au cours de leurs étirements périodiques, les liens apicaux qui relient les cils ouvrent
des canaux cationiques mécano-sensibles : le potassium (K*) entre et la cellule est

dépolarisée. Dans un méme temps, un autre cation, le calcium (Ca®*) entre lui aussi.

Il existe deux types de cellules ciliées disposés de part de d’autre du tunnel de Corti.
Les cellules ciliées externes (CCE), situées sur le bord externe de la spirale cochléaire, sont
organisées en trois rangées (Figure 2.3). Dotées de propriétés contractiles, ces cellules
augmentent I'amplitude et la sélectivité fréquentielle de la stimulation. Les cellules ciliées
internes (CCI), situées sur le bord interne de I'organe de Corti, sont organisées sur une seule
rangée (Figure 2.3). Elles sont responsables de la transduction mécano-électrique de

I'information sonore.

s ) - Stéréocils — ._
Plaque ——= ‘
cuticulaire 4 8
CCl e CCETR
- &
= » Prestine
“‘ . ‘
| - -
0 i )
noyau - -
noyau
Fibres du nerf T Fibres du nerf
auditif de type | auditif de type Il

Figure 2.4: Représentation schématique des cellules ciliées. Gauche : Cellule ciliée interne (CCl).
Droite : Cellule ciliée externe (CCE). Les cellules ciliées sont dotées d'un faisceau de stéréocils qui
détectent les ondes sonores. Les stéréocils sont ancrés dans la plaque cuticulaire, une structure riche
en actine, et sont reliés entre eux par des filaments appelés tip-link. L'extrémité de ces derniers est
connectée a un canal sensible a I'étirement. En réponse a une stimulation sonore, le canal mécano-
transducteur s'ouvre et permet l'influx de cations, principalement du potassium et du calcium en
raison de la composition de I'endolymphe. L'entrée de cations dépolarise alors les CCl et CCE.
L’'activité électro-motile de la CCE est assurée par la protéine prestine, située le long de sa membrane
latérale. Tandis que 95% des fibres du nerf auditif sont connectées avec les CCl (fibres afférentes de
type 1), seul 5% des fibres projettent sur les CCE (fibres afférentes de type Il) (Spoendlin, 1969, 1972).
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2.2.2.1. Role actif des cellules ciliées externes

D’un point de vue morphologique, les CCE ont une forme parfaitement cylindrique et
leur longueur croit régulierement de la base a 'apex de la cochlée. Le noyau des CCE est
situé a la base des cellules (Figure 2.4), juste au-dessus du compartiment synaptique qui
renferme de nombreuses mitochondries. Au pdle apical, les stéréocils des CCE sont
disposés en W sur leur plaque cuticulaire, et la rangée la plus haute des stéréocils est liée a
une structure amorphe recouvrant l'organe de Corti : la membrane tectoriale. Ce couplage
est particulierement ferme a la base de la cochlée ou la rangée la plus haute des stéréocils
est ancrée dans la membrane tectoriale. Les CCE reposent par leur base sur des cellules de
soutien, les cellules de Deiters, et sont séparées latéralement entre elles par les espaces de
Nuel (Figure 2.3). Leurs membranes latérales sont donc libres d'échange avec la

périlymphe, et leur structure, unique dans I'organisme, permet aux CCE de se contracter.

Electromotilité des CCE :

C'est sur des CCE dissociées que I'électromotilité a été découverte en montrant que
les CCE se raccourcissent en réponse a une dépolarisation et a linverse s’allongent en
réponse a une hyperpolarisation (Brownell et al., 1985). Ces changements de taille peuvent
atteindre jusqu’a 4% de la longueur des CCE et peuvent suivre des fréquences de
stimulation compatibles avec les fréquences audibles. La persistance de I'électromotilité
aprés digestion des réseaux cytosquelettiques sous membranaire, par dialyse intracellulaire
de trypsine, montre que les éléments moteurs responsables de I'électromotilité résident dans
la membrane plasmique elle-méme (Huang and Santos-Sacchi, 1994). Le clonage de la
protéine prestine, par I'équipe du Pr. P. Dallos, a permis de découvrir la nature du moteur
moléculaire a l'origine de I'électromotilité (Zheng et al., 2000). On considére aujourd'hui que
la dépolarisation de la CCE (entrée de K* au moment de la stimulation sonore) modifie la

conformation de cette protéine transmembranaire.

A Tlinverse des canaux ioniques sensibles au potentiel, la détection du potentiel
transmembranaire est étroitement associée aux ions CI intracellulaires (Oliver et al., 2001).
Le déplacement de ces anions de leurs sites de liaison a la prestine vers l'intérieur du
cytoplasme serait responsable du raccourcissement de la protéine, et donc du

raccourcissement de la CCE. A l'inverse, lorsque la CCE se repolarise, les anions se lient a
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la prestine, entrainant un allongement de la CCE. Ainsi, les CCE se contractent en phase
avec les déplacements de la membrane basilaire, et augmentent les déplacements des

structures qui entrainent I'excitation des CCI.

L'amplificateur cochléaire :

Quand les CCE sont soumises a un courant alternatif allant jusqu'a 70 kHz, leurs
parois se contractent et se décontractent bien cycle par cycle. Ainsi, I'électromatilité peut
opérer a des fréquences trés élevées et pourrait expliquer l'existence de I'amplificateur
cochléaire pour I'ensemble des fréquence audibles. Associé a cette électromotilité, un
phénoméne d'inhibition latérale pourrait également participer a la sélectivité en fréquence.
En effet, la contraction d’'une CCE en réponse a un saut de potentiel dépolarisant entraine
I'hyperpolarisation de la CCE voisine (Zhao and Santos-Sacchi, 1999). L'invalidation du géne
Pres entraine une perte d'audition de 50 dB (Liberman et al., 2002), soit le gain octroyé par

les mécanismes actifs, et une perte de la sélectivité en fréequence (Cheatham et al., 2004).

Pourtant, une interrogation demeure car la dépolarisation de la touffe ciliaire (site de la
transduction) doit se propager aux parois latérales de la CCE. Or la constante de temps de
la membrane plasmique des CCE, produit de sa résistance et de sa capacité membranaire,
fait que cette membrane se comporte comme un filtre "passe-bas”, c'est-a -dire qu'elle ne
laisse passer sans déformation que des fréquences électriques inférieures a 1 kHz. lly a la
un véritable paradoxe, puisque [I'électromotilité apparait durant I'évolution chez les
mammiféres, quand I'organe auditif devient sensible aux sons de haute fréquence. Or, elle
ne pourrait agir qu'a basse fréquence a cause de la contrainte imposée par la constante de
temps de la membrane. Plusieurs hypothéses ont été proposées afin de concilier les
propriétés de la membrane plasmique et I'électromotilité des CCE, comme des potentiels
extracellulaires pouvant gouverner la dépendance au voltage de la prestine (Oesterle and
Dallos, 1986), ou un potentiel de membrane aux environs de -40 mV pour les CCE,

permettant une réduction de la constante de temps membranaire (Johnson et al., 2011).

Au cours des années, une hypothése alternative a été proposée, plagant I'amplificateur
dans la touffe ciliaire. Cette hypothése repose sur I'observation de mouvements spontanés et
de mouvements actifs de la touffe ciliaire (Crawford and Fettiplace, 1985, Howard and

Hudspeth, 1987, Denk and Webb, 1992, Benser et al., 1996, Martin and Hudspeth, 1999).
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En réponse a une stimulation mécanique, la déflection initiale des stéréocils s’accompagne
par un déplacement supplémentaire des stéréocils dans la direction du stimulus (Kennedy et
al., 2005). A l'inverse de la membrane plasmique des CCE, le déplacement des stéréocils ne
se comporte pas comme un filtre passe-bas et peut donc suivre chaque cycle de stimulation
sonore de plusieurs dizaines de kHz. La force exercée par les stéréocils pourrait donc étre a

la base des mécanismes actifs (voir (Fettiplace and Hackney, 2006) pour revue).

Quoi qu'il en soit, les CCE sont indispensables a la fonction d'amplification cochléaire
(Dallos and Harris, 1978). Cette amplification justifie : 7) la grande sensibilité de I'oreille
interne : le gain obtenu par le mécanisme d'amplification est de 100 a 1000 en pression,
c'est-a-dire de 40 a 60 dB, 2) la non-linéarité de I'amplification cochléaire, avec une efficacité
des CCE qui baisse quand le niveau sonore augmente, et 3) la grande sélectivité
fréquentielle de la cochlée : chaque cellule cilié¢e répondant préférentiellement a une
frequence donnée. Etant donné que les CCE assurent un meilleur couplage entre la
membrane basilaire et la membrane tectoriale a la base de la cochlée (stéréocils ancrés
dans la membrane tectoriale), les mécanismes actifs sont surtout efficaces pour les
fréquences aigués. Les fréquences graves sont donc moins bien discriminées. Une

manifestation in vivo des mécanismes actifs est I'existence des oto-émissions acoustiques.

Les oto-émissions acoustiques :

Reflet de I'électromotilité des CCE, les oto-émissions acoustiques (OEA) sont des
émissions sonores de la cochlée. Ces sons se propagent par voie rétrograde vers la fenétre
ovale, puis a travers l'oreille moyenne et le conduit auditif externe ou on peut les enregistrer
au moyen d'un microphone. Leur présence témoigne de l'intégrité des CCE. Si les CCE sont
absentes ou lésées, une surdité allant jusqu'a 50 dB sera combinée a une mauvaise

sélectivité en fréquence et a I'absence d'OEA.

Les OEA provoquées par une stimulation sonore peuvent étre enregistrées a l'aide
d'une sonde placée dans le conduit auditif externe. Intégrés a cette sonde, un haut-parleur
envoie un son stimulant trés bref et un microphone recueille les OEA émises par les CCE.
Les OEA apparaissent sous forme d'une oscillation prolongée. Sur un sujet normo-

entendant, leur seuil de détection est trés bas (souvent inférieur au seuil de perception).
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La recherche d'OEA provoquées constitue un test simple, non invasif, rapide, objectif
et spécifique de l'intégrité des CCE. Ce test est devenu un classique de I'exploration
fonctionnelle en ORL, notamment dans le cadre du dépistage d'un probléme de surdité

cochléaire chez le nouveau-né.

Les produits de distorsion acoustique :

Les produits de distorsion acoustique (PDA) forment une catégorie d'otoémissions
provoquées. Cette catégorie requiert I'envoi simultané dans le conduit auditif externe de
deux sons purs de fréquences f1 et f2 proches (conventionnellement, 2>f1) et de niveaux L1
et L2, soit égaux, soit légérement asymétriques (L1>L2). Les CCE sont la cible de
l'investigation par PDA. Ces cellules ciliées amplifient les sons dont la fréquence est proche
de leur fréquence de résonance, et comme leurs stéréocils ont un mouvement qui distord
'onde acoustique au voisinage de cette fréquence, le fait de recevoir deux fréquences f1 et
f2 leur fait engendrer des PDA aux fréquences combinaisons entiéres de f1 et f2. Le PDA
correspondant a 2f1-f2 est le plus ample chez 'homme et a ce titre, le plus facile a mettre en
évidence. Sa recherche est devenue un test clinique de la fonctionnalité des CCE dans la

région codant pour 2.

2.2.2.2. Transfert de l'information par les cellules ciliées internes

Les CCI se distinguent des CCE par la forme en poire de leur corps cellulaire (Figure
2.4). Au nombre de 3500 par cochlée chez 'homme, les CCI sont situées sur le bord interne
de l'organe de Corti et sont organisées sur une seule rangée. Contrairement aux CCE, les
stéréocils sont disposés en ligne et ne sont pas ancrés dans la membrane tectoriale. Le
noyau est en position médiane et la membrane plasmique latérale est classique. Bien que
trois fois moins nombreuses que les CCE, les CCI sont les véritables cellules sensorielles.
Elles assurent a la fois la transduction de la vibration mécanique en signal électrique et le
transfert de l'information par la libération de neurotransmetteur vers les neurones auditifs

primaires (Moser and Beutner, 2000, Glowatzki and Fuchs, 2002).

De la méme fagon que pour les CCE, chaque CCI répond préférentiellement a une
fréquence donnée. Les stéréocils des CCI n'étant pas ancrés a la membrane tectoriale, leur

déflection est favorisée par le contact direct avec la bande de Hensen de la membrane
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tectoriale. L'ouverture des canaux mécano-sensibles des stéréocils entraine l'entrée de
potassium dans la cellule. La dépolarisation de la CCIl provoque l'ouverture de canaux
calciques sensibles au potentiel, situés au voisinage des zones actives (Platzer et al., 2000,
Brandt et al., 2003, Zenisek et al., 2003, Neef et al., 2009). L’influx de calcium entraine la
libération dans la fente synaptique du neurotransmetteur des CCI: le glutamate (Issa and
Hudspeth, 1994, Parsons et al., 1994, Tucker and Fettiplace, 1995, Issa and Hudspeth,
1996, Moser and Beutner, 2000, Zenisek et al., 2003, Frank et al., 2009, Meyer et al., 2009).

2.2.2.3. Potentiels de récepteur des cellules ciliées

En fonction de la fréquence et de lintensité de la stimulation acoustique, il y a
modulation de la dépolarisation des cellules sensorielles et naissance d'un potentiel
intracellulaire, aussi appelé potentiel de récepteur. Cette réponse électrique a une
stimulation acoustique peut étre enregistrée grace a une électrode placée directement dans
la cellule. Les premiers enregistrements effectués (Russell and Sellick, 1978) ont constitué
une étape importante dans la compréhension de la physiologie de I'audition. Ces
enregistrements ont notamment révélé [|'étroite sélectivité fréquentielle des CCI (Figure
2.5A). Le potentiel de récepteur des cellules ciliées présente deux composantes : une
composante alternative (AC) qui suit la fréquence de stimulation, et une composante

continue (DC) qui reproduit I'enveloppe de la stimulation acoustique.

Les composantes alternatives et continues dépendent de la fréquence de stimulation et
du type de cellule ciliée (CCE vs CCI). La composante alternative est plus importante dans
les CCE que dans les CCI, tandis que la composante continue est prépondérante dans les
CCI. D'autre part, I'amplitude de la composante continue croit avec la fréquence, tandis que
la composante alternative est majoritaire pour les basses fréquences (Russell and Sellick,
1978). En effet, pour les fréquences de stimulation inférieures a 1 kHz, le potentiel de
membrane se dépolarise en fonction du déplacement des stéréocils. A chaque déflection des
stéréocils (en phase avec I'onde sonore), la CCIl se dépolarise et libére du glutamate. Au
dela de 1 kHz, la constante de temps membranaire empéche la membrane plasmique de
suivre en phase les cycles de la stimulation: la composante continue (DC) est alors

prédominante et les CCl codent I'enveloppe de la stimulation sonore.
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Figure 2.5 : Potentiels de récepteur d'une cellule ciliée interne. A : Sélectivité fréquentielle d'une
cellule ciliée interne (enregistrements intracellulaires chez le cochon d'inde). Courbes iso-réponses
intensité-fréquence représentant le niveau d'intensité nécessaire, en fonction de la fréquence de
stimulation, pour obtenir un potentiel de récepteur (composante continue) de 2 mV, 5 mV, et 10 mV.
La fréquence de meilleure sensibilité de cette CCl (fréquence caractéristique: FC) est 17 kHz, avec un
seuil de réponse estimé a 8 dB SPL pour un potentiel de récepteur de 2 mV (Russell and Sellick,
1978). B : Potentiels de récepteur d'une CCl en réponse a des ondes sonores de différentes
fréquences. Au-dela de 1 kHz, la composante alternative diminue tandis que la composante continue
augmente (Russell and Sellick, 1983).

Les composantes alternatives (AC) et continues (DC) du potentiel de récepteur
intracellulaire sont a la base des potentiels globaux sensoriels, que sont les potentiels

microphoniques et de sommation.

2.2.3. Les synapses a ruban des cellules ciliées

Chaque zone active d'une CCI se caractérise par une structure dense aux électrons
appelée ruban synaptique (Figure 2.6, (Nouvian et al., 2006)). Les rubans synaptiques sont
ancrés a la membrane plasmique et entourés d'une centaine de vésicules, lesquelles

contiennent du glutamate, le neurotransmetteur des CCI.
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2.2.3.1. Organisation des synapses a ruban

Il'y a un seul ruban par zone active et une dizaine a une vingtaine de zones actives par
CCI. Chaque zone active est connectée par la terminaison d’'un seul neurone auditif
(Liberman, 1982). La topologie des synapses est intimement liée a la présence des rubans

synaptiques.

La protéine Ribeye est l'unique protéine spécifique des rubans (environ 4000
molécules de Ribeye par ruban; (Zenisek et al., 2004)). Elle est essentielle a leur formation
(Schmitz et al.,, 2000). La surexpression de Ribeye entraine la formation de rubans
ectopiques et son absence provoque une désorganisation des synapses afférentes,
associée a une dégradation du transfert synaptique (Wan et al., 2005, Sheets et al., 2011).
La protéine Bassoon ancre les rubans a la membrane plasmique. L'invalidation du géne qui
code pour Basson entraine une réduction de 80% des rubans ancrés a la membrane (Dick et
al., 2003, Khimich et al., 2005, Buran et al., 2010, Frank et al., 2010). La perte des rubans a
la membrane est associée a une réduction massive de I'exocytose et des courants calciques

aux zones actives.

Les synapses a rubans sont concentrées au péle baso-latéral des CCIl avec une
distance inter-synapse de 2 uym (Meyer et al., 2009). Parmi le nombre total de rubans
contenus dans une cellule, 5% sont localisés dans le cytoplasme (rubans flottants
cytoplasmique) et reflétent probablement le recyclage des rubans a la membrane.
Cependant, les rubans synaptiques sont relativement immobiles sur plusieurs minutes (entre
0,35 et 13,5 nm/sec; (Zenisek et al., 2004)). L'analyse ultrastructurale des CCl montre 4
types de vésicules (Figure 2.6): 1) des vésicules cytoplasmiques dont le déplacement est
aléatoire (Holt et al., 2004), 2) des vésicules liées aux rubans a une distance de 25 nm, 3)
des vésicules arrimées a la membrane et liées aux rubans - environ 20 vésicules
synaptiques par ruban - et 4) des vésicules arrimées uniquement a la membrane plasmique

(Lenzi et al., 1999, Lenzi et al., 2002).

L'entrée de calcium provoque la fusion des vésicules a la membrane et la libération du
glutamate dans la fente synaptique. Les canaux calciques de type L des CCI sont
exclusivement formés de la sous-unité Cav1.3 en association avec la sous-unité auxiliaire 2
(Platzer et al., 2000, Brandt et al., 2003, Sidi et al., 2004, Neef et al., 2009). Une mutation du

géne codant pour la sous-unité Cav1.3 est responsable d'une surdité associée a une
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bradycardie (Baig et al., 2011). La distribution des canaux calciques Cav1.3 a la membrane
plasmique est assurée par la protéine Harmonine, dont la perte de fonction est a l'origine du
syndrome de Usher 1C (perte de vision et surdité; (Gregory et al., 2011)). L'observation des
canaux calciques en microscopie super-résolutive a montré que ces derniers étaient
organisés chez les CCIl adultes sous la forme de bande, en dessous du ruban synaptique

(Frank et al., 2010, Wong et al., 2014).

Otoferline, a l'origine d'une surdité non-syndromique DFNB9 (Yasunaga et al., 1999),
est fortement exprimée par les CCIl. L'Otoferline se caractérise par 6 domaines C2
(domaines fixant le calcium) et serait le détecteur calcique de I'exocytose (Roux et al., 2006).
Enfin, I'Otoferline, qui interagit avec les protéines Rab8 et Myosin VI (Heidrych et al., 2008,
Roux et al., 2009), réapprovisionne les vésicules synaptiques aux zones actives (Pangrsic et

al., 2010, Pangrsic et al., 2012).

Vglut3 est l'unique transporteur vésiculaire du glutamate des CCI (Obholzer et al.,
2008, Ruel et al., 2008, Seal et al., 2008). Une mutation du géne SLC17A8 codant Vglut3 est
a l'origine d'une surdité non-syndromique DFNA25. La souris dont le géne Sic17a8 a été
invalidé présente une surdité sévére (qui provient de l'absence de glutamate intra-
vésiculaire). A l'inverse, la surdité observée chez les patients DFNA25 est progressive. Ces
résultats indiquent que la souris sans Vglut3 ne reproduit pas la surdité DFNA25 et appelle a

I'étude de la souris porteuse de la mutation humaine A211V.

2.2.3.2. Exocytose rapide et soutenue dans le temps

L'entrée de calcium provoque la fusion des vésicules a la membrane et la libération du
glutamate dans la fente synaptique. En l'absence de stimulation sonore, le mouvement
brownien des stéréocils (Jaramillo and Wiesenfeld, 1998) maintient le potentiel de
membrane des CCIl a des valeurs correspondantes a l'activation des courants calciques
(Johnson et al., 2011). La libération continue de glutamate qui en résulte est a l'origine de
I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. En réponse a une stimulation sonore, la CCl se
dépolarise, ce qui augmente la probabilité d'ouverture des canaux calciques. L'augmentation
d'amplitude des entrées calciques aux zones actives se traduit par une augmentation de la

fréquence des courants excitateurs post-synaptiques (Glowatzki and Fuchs, 2002).
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Figure 2.6 : Transduction des cellules ciliées internes. En réponse a une onde sonore, la
dépolarisation de la cellule ciliée interne ouvre les canaux calciques (rouge), situés a proximité des
zones actives. Ces dernieres se caractérisent par un ruban synaptique (gris), ancré a la membrane
plasmique et entouré d'un halo de vésicules synaptiques. L'élévation de calcium intracellulaire
(points rouges) provoque I'exocytose des vésicules synaptiques et la libération du glutamate dans la
fente synaptique. L'activation des récepteurs au glutamate (vert) est associée aux courants
excitateurs post-synaptiques. Le message nerveux est véhiculé jusqu'au noyau cochléaire du tronc
cérébral via les neurones auditifs primaires. (Gauche, observation en microscopie électronique a
transmission)

Les synapses a ruban des cellules sensorielles auditives assurent une libération rapide
du neurotransmetteur. Cette libération peut durer dans le temps et suivre cycle par cycle une
stimulation de 2 kHz. L'utilisation de tampons calciques a permis de distinguer deux
contingents de vésicules synaptiques associés a la libération du neurotransmetteur. Un
premier contingent est associé a la fusion rapide (7=9 ms) d'un nombre limité de vésicules
synaptiques (moins de 50 vésicules par synapse) probablement liées au ruban synaptique et
arrimées a la membrane plasmique (RRP, pour Readily Releasable Pool). Le second
contingent correspond a une fusion vésiculaire soutenue dans le temps avec 9000
vésicules/sec (SRP, pour Slowly Releasable Pool). Cette seconde composante pourrait
refléter la fusion de vésicules éloignées des canaux calciques et/ou le réapprovisionnement
des vésicules aux zones actives (Moser and Beutner, 2000, Johnson et al., 2005, Schnee et
al., 2005, Rutherford and Roberts, 2006, Goutman and Glowatzki, 2007, Li et al., 2009).
Suite a l'identification du contingent de vésicules dont la libération est rapide, il a été proposé
que la déplétion de ces vésicules soit a l'origine de I'adaptation rapide des fibres du nerf

auditif (Moser and Beutner, 2000).
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2.2.3.3. Hétérogénéité des synapses

Il existe une forte hétérogénéité de I'amplitude des influx calciques entre les synapses
d'une seule CCI. Cette hétérogénéité provient de la variation du nombre de canaux calciques
aux différentes synapses d'une seule CCI (Frank et al., 2009). Il a été proposé que les
variations d'amplitude des entrées calciques soient responsables des différents taux de
décharge des fibres du nerf auditif (Frank et al., 2009, Meyer et al., 2009). Une synapse dont
l'influx calcique est élevé entrainerait une fusion massive de vésicules et favoriserait la
génération de potentiels d'action au sein la fibre afférente. A l'inverse, une entrée calcique de
faible amplitude provoquerait une exocytose limitée et une activité réduite de la fibre
afférente. Ce mécanisme pourrait expliquer pourquoi les fibres innervant une méme CCI
(méme potentiel de membrane) peuvent présenter différentes activités spontanées. |l est
également cohérent avec les propriétés de codage des fibres auditives. En effet, les fibres a
haute activité spontanée sont les plus sensibles aux bas niveaux de stimulation et leur
activité est saturée a plus hauts niveaux. Les fibres a basse activité spontanée, moins
sensibles, assurent le codage des plus hauts niveaux de stimulation. La mise en jeu de ces
différentes fibres permettrait le codage de l'intensité sonore pour une dynamique de 100 dB.

D'autres différences morphologiques sont associées a ces différentes fibres (Figure 2.7)

Figure 2.7 : Hétérogénéité des synapses a rubans et _ A
conséquences physiologiques. L'amplitude des influx ;

calciques (fleches rouges) pourrait déterminer

I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. D'autre

part, la forme et les cinétiques d'activation des Modiolus Pillier
courants excitateurs post-synaptiques (EPSC, en noir)
seraient a l'origine des différents taux de décharge
des fibres du nerf auditif. Les fibres a basse activité
spontanée et a haut seuil se caractérisent par des
densités post-synaptiques de surface réduite et un
petit diametre. Elles sont connectées a des rubans
synaptiques de grande taille. A l'inverse, les fibres a
haute activité spontanée et a bas seuil ont des
densités post-synaptiques étendues, un gros
diametre et elles sont connectées a des rubans EPSC -\\[' “?::: EPSC
compacts de petite taille (Liberman et al.,, 2011). I

Cependant, I'hétérogénéité des influx calciques n'est
pas distribuée selon un axe modiolus - pilier, a
l'inverse de la forme des rubans, des surfaces des J__1 . . 0BT
densités post-synaptiques et de l'activité des fibres
du nerf auditif (Meyer et al., 2009).

Basse Activité Haute Activité

Spontanée Spontanée
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Une hypothése alternative implique la forme des courants excitateurs post-synaptiques
(Grant et al.,, 2010). En effet, I'enregistrement en patch-clamp de l'activité d'un bouton
afférent montre une forte variabilité de I'amplitude des courants excitateurs post-synaptiques
avec des cinétiques d'activation et d'inactivation homogéne (Glowatzki and Fuchs, 2002).
Ces résultats s'expliquent par une libération coordonnée dans le temps de plusieurs
vésicules synaptiques (libération multi-vésiculaire). Les courants post-synaptiques dont la
forme est monophasique (activation rapide - 0,5 ms) seraient associés a des fibres a haute
activité spontanée. Tandis que les courants multiphasiques (activation lente - 1 ms) seraient

associés aux fibres a basse activité spontanée (Grant et al., 2010).

2.3. Neurones cochléaires

2.3.1. Innervation de |'organe de Corti

L’organe de Corti recoit une double innervation, a la fois afférente et efférente (Figure
2.8). L'innervation afférente provient des neurones auditifs primaires, dont les corps
cellulaires sont situés au niveau du ganglion spiral. Les neurones auditifs primaires sont des
neurones bipolaires. Leur prolongement périphérique se termine dans I'organe de Corti, au
contact des cellules ciliées, et leur prolongement central se termine dans les noyaux
cochléaires du tronc cérébral. On distingue les neurones ganglionnaires de type | et les
neurones ganglionnaires de type Il, innervant respectivement les CCl et les CCE.
L'innervation efférente provient de deux systémes dont les corps cellulaires sont originaires
de l'olive bulbaire. Le systeme efférent médian innerve directement les CCE, tandis que le

systéme efférent latéral innerve les dendrites des fibres afférentes connectées aux CCI.

2.3.1.1. Innervation des cellules ciliées externes

Innervation afférente :

L'innervation afférente des CCE est assurée par les neurones ganglionnaires de type Il
(Figure 2.8). Ces derniers représentent une population minoritaire au sein du ganglion spiral:
ils constituent a peine 5% de la population neuronale de cette structure (Spoendlin, 1969,

1972).
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Figure 2.8 : Innervation de I’organe de Corti. Cette figure représente les connexions entre les cellules
ciliées et le tronc cérébral. Les cellules ciliées internes (CCl) font synapse avec les neurones
ganglionnaires de type |. Ces neurones forment le systéme afférent radial (représenté en bleu nuit)
reliant la cochlée aux noyaux cochléaires (NC). Le systéme efférent latéral (représenté en rouge) est
issu des neurones de l'olive supérieure latérale (OSL). Il innerve les dendrites des fibres afférentes
connectées aux CCl. Les cellules ciliées externes (CCE) font synapse avec les neurones ganglionnaires
de type Il formant le systeme afférent spiral (représenté en bleu ciel). Les cellules ciliées externes
sont directement innervées par le systeme efférent médian (représenté en jaune) dont les neurones
proviennent du noyau ventro-médian du corps trapézoide controlatéral, situé sur le pourtour du
complexe olivaire supérieur médian (OSM).

Le diamétre et la surface du corps cellulaire des neurones de type Il sont plus petits
que ceux des neurones de type |, et contrairement a ces derniers ils ne sont pas myélinisés
(Kiang et al., 1982). Le prolongement périphérique de ces neurones est ramifié. Chaque
neurone de type Il va ainsi établir des synapses avec une dizaine de CCE différentes,
appartenant généralement a la méme rangée. Récemment, la nature glutamatergique de ces
synapses a été démontrée par I'enregistrement des terminaisons des fibres de type Il (Weisz
et al., 2012). En accord avec ces résultats, les CCE sont dotées de rubans présynaptiques

(Knirsch et al., 2007).
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Cependant, le réle de I'innervation afférente des CCE reste controversé. Les neurones
de type Il ne semblent pas répondre aux stimulations sonores a forte intensité (Robertson,

1984), malgré une sensibilité a 'ATP, connu pour étre libéré lors de traumatisme sonore.

Systeme efférent médiant :

L'innervation efférente des CCE est assurée par le systéme olivocochléaire efférent
médian (Figure 2.8), appelé ainsi du fait de la présence des corps cellulaires des neurones
dans le noyau ventro-médian du corps trapézoide, sur le pourtour du complexe olivaire
supérieur médian. Le contact entre les CCE et les neurones du systéme efférent médian
s’effectue par lintermédiaire de grosses terminaisons axoniques. Le neurotransmetteur
utilisé par le systéme efférent médian est I'acétylcholine (Bobbin and Konishi, 1971, Housley
and Ashmore, 1991, Kujawa et al., 1993, Erostegui et al., 1994, Kujawa et al., 1994,
Blanchet et al., 1996, Oliver, 2000). Libérée par le systéme efférent médian, I'acétylcholine
active des récepteurs nicotiniques a9 et a10. Ces sous-unités nicotiniques conférent aux
récepteurs des CCE un profil pharmacologique particulier : ces récepteurs sont bloqués par
la strychnine (antagoniste glycinergique), par la bicuculline (antagoniste gabaergique), par la
nicotine et la muscarine (Fuchs and Murrow, 1992, Kujawa et al., 1993, Elgoyhen et al.,
1994, Erostegui et al., 1994, Kujawa et al., 1994, Elgoyhen et al., 2001). L’activation d'a9-
a10 par l'acétylcholine entraine une entrée de calcium, qui a son tour active des canaux
potassiques sensibles au calcium SK2 (Erostegui et al., 1994, Blanchet et al., 1996, Evans,
1996, Yuhas and Fuchs, 1999, Oliver, 2000). Ces derniers assurent la sortie de potassium et

par conséquent entrainent I'hyperpolarisation des CCE.

En contrélant le potentiel de membrane des CCE, le systéme efférent médian module
l'activité de ces cellules, dont le réle majeur est d’amplifier I'intensité des ondes sonores. La
réduction du gain de I'amplificateur cochléaire permet au systéme efférent médian d’assurer
une protection aux fortes intensités de stimulation (Puel et al., 1988, Maison et al., 2003).
Notons aussi que le systéme efférent médian est également activé lors de processus
d’attention sélective, qu’elle soit visuelle ou auditive (Puel et al., 1988, Froehlich et al., 1990,

Puel and Rebillard, 1990, Winter et al., 1990, Meric and Collet, 1992).

28



2.3.1.2. Innervation des cellules ciliées internes

Innervation afférente :

L’innervation afférente des CCI est assurée par les neurones ganglionnaires de type |
(Figure 2.8) également appelés neurones auditifs primaires ou fibres afférentes radiales.
Ces neurones représentent 95 % de la population neuronale du ganglion spiral (Spoendlin,
1969). Ce sont des neurones myeélinisés de grosse taille. lls possédent une branche
périphérique unique, elle aussi myélinisée jusqu’a I'entrée de I'organe de Corti, qui projette
vers les CCI et vient se connecter par un seul bouton dendritique a une seule CCI (Kiang et
al., 1982). Plusieurs neurones de types | vont contacter une méme CCI (en moyenne une
dizaine par CCI chez 'lhomme). Ainsi, chez 'homme, il existe environ 30000 neurones de
type | pour 3500 CCI. Au niveau de la densité post-synaptique des fibres de type | du nerf
auditif, les récepteurs au glutamate de type AMPA se distribuent en anneau, avec pour
centre la projection du ruban synaptique (Matsubara et al., 1998, Meyer et al., 2009). Les
récepteurs AMPA des fibres de type | sont exclusivement composés par les sous-unités

GluR 2-3 (Matsubara et al., 1998, Khimich et al., 2005, Nouvian et al., 2006).

Systeme efférent latéral :

Les fibres du systéme efférent latéral contactent directement les dendrites des
neurones de type |, juste sous le bouton synaptique formé avec la CCI (Figure 2.8). Ces
fibres efférentes sont originaires de l'olive supérieure latérale située dans le tronc cérébral.
Le systeme efférent latéral utilise plusieurs neurotransmetteurs dont l'acétylcholine, le
GABA, la dopamine, et des neuromodulateurs dont le CGRP, les enképhalines et les
dynorphines (Eybalin, 1993, Puel, 1995). Son rdle fonctionnel est peu connu, mais il semble
modifier I'activité des fibres afférentes et pourrait protéger I'oreille d'une surexposition sonore

(Darrow et al., 2007) et/ou équilibrer la sensibilité des deux oreilles (Darrow et al., 2006).
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2.3.2. Neurones auditifs primaires
2.3.2.1. Morphologie

Les neurones auditifs primaires sont composés d’'un axone périphérique, qui innerve
une cellule ciliée interne, d’un corps cellulaire, localisé dans le ganglion spiral, et d’'un axone
central qui s’étend du corps cellulaire aux noyaux cochléaires. Les axones centraux
convergent vers le modiolus pour former le nerf auditif. Les neurones issus de I'apex sont
positionnés au centre du nerf alors que les neurones issus de la base sont distribués en
périphérie. Les neurones qui innervent la base de la cochlée et qui codent les fréquences
aigués sont plus courts que les neurones qui innervent 'apex (~4 mm contre ~8 mm chez le
chat). C’est la raison pour laquelle les corps cellulaires des neurones de I'apex sont plus
volumineux (section longitudinale ~ 350 pym?) et plus allongés (grand axe / petit axe ~ 0.8)
que les neurones de la base (section longitudinale ~ 250 um? grand axe / petit axe ~ 0.6)

(Liberman and Oliver, 1984).

L’axone périphérique se distingue de I'axone central par sa longueur (10 a 20 fois
plus courte, (Liberman and Oliver, 1984) et son plus petit diamétre (rapport des diamétres
central/périphérie de l'ordre de 4 (Kiang et al., 1982, Liberman and Oliver, 1984)). L’axone
central et le corps cellulaire sont intégralement myélinisés, contrairement a I'axone
périphérique qui est myélinisé uniquement du corps cellulaire a I’habenula perforata. Des
mesures acquises chez le chat ont montré que I'axone périphérique compte 3 segments
myélinisés de 150 a 200 pm l'unité contre 7 a 12 segments myélinisés de 300 a 400 ym
l'unité pour I'axone central. Les segments myélinisés sont séparés par un nceud de Ranvier
d’'un micrométre de longueur et caractérisé par un rétrécissement du diamétre du neurone
(Liberman and Oliver, 1984). Les nceuds de Ranvier qui bordent le corps cellulaire sont plus
longs et peuvent atteindre une dizaine de micrométres de longueur. Le site d’initiation des
potentiels d’action des neurones auditifs primaires est localisé dans la terminaison
périphérique a proximité de I'habenula perforata (Siegel, 1992, Hossain et al., 2005,

Rutherford et al., 2012).

Il a été montré que les cactéristiques morphologiques des neurones auditifs primaires
pouvaient étre reliées a leur activité spontanée. Un neurone a basse activité spontanée est
caractérisé par: i) une innervation de la CCI cété modiolus, ii) une faible densité de

récepteurs post-synaptiques, iii) un petit diamétre axonal et iv) peu de mitochondries. Tandis
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qu'un neurone a haute activité spontanée est caractérisé par : i) une innervation de la CCI
coté pilier, ii) une forte densité de récepteurs post-synaptiques, iii) un plus gros diameétre
axonal et iv) beaucoup de mitochondries (Liberman, 1982, Merchan-Perez and Liberman,
1996, Grant et al., 2010, Liberman et al.,, 2011). Ce gradient pilier/modiolus est maintenu
jusqu’au ganglion spiral. Les corps cellulaires des neurones a basse et moyenne activité
spontanée sont localisés du coté de la rampe vestibulaire alors que les neurones a haute
activité spontanée sont uniformement distribués dans le ganglion spiral (Kawase and

Liberman, 1992, Tsuji and Liberman, 1997).

Les projections centrales de ces différents groupes de neurones sont elles aussi
différentes. Tous les neurones projettent sur les noyaux cochléaires, mais les neurones a
basse activité spontanée ont un plus grand nombre de terminaisons nerveuses destinées a
une innervation préférentielle de la région périphérique des petites cellules (Ryugo and
Rouiller, 1988, Liberman, 1991). Nous verrons par la suite que les différences
morphologiques des fibres a basse- et a haute- activité spontanée, s'accompagnent de

différences fonctionnelles.

2.3.2.2. Enregistrements unitaires

Les premiers enregistrements de l'activité unitaire d'un neurone cochléaire ont été
réalisés par (Tasaki, 1954) chez le cochon d'inde et par (Katsuki et al., 1958) chez le chat.
En général, chez les mammiféres, les résultats obtenus sur une espéce peuvent étre
extrapolés a une autre espéce car les propriétés des réponses unitaires sont comparables. I
faut noter que la plupart, si ce n'est la totalité des enregistrements sont effectués sur des
neurones provenant des cellules ciliées internes, car ils constituent prés de 95% du nerf
auditif (Spoendlin, 1969, 1972). L'amplitude des réponses enregistrées est de l'ordre du

millivolt (mV).

La plupart des fibres présentent une activité spontanée dont le rythme de décharge
peut aller jusqu'a plus d'une centaine de potentiels d'action (PA) par seconde. L'intervalle de
temps séparant deux PA est aléatoire (Poisson), avec une durée minimale d'environ une
milliseconde, en raison de la période réfractaire des fibres. L’enregistrement des neurones
auditifs primaires chez le chat (Liberman, 1978) a montré qu’ils peuvent étre classés en 3

groupes fonctionnels selon leur activité spontanée (AS).
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On distingue ainsi les neurones a haute-AS (> 18 PA/s), dont I'activité augmente dés
les bas niveaux de stimulation, les neurones a basse-AS (< 0,5 PA/s), dont l'activité
n‘augmente qu'a hauts niveaux de stimulation, et les neurones a moyenne-AS (0,5 < AS <18
PA/s), présentant des propriétés de codage intermédiaires. La distribution des neurones
auditifs primaires selon cette classification est relativement homogéne entre espéce (voir
Table 2.1) avec une forte majorité de fibres a haute activité spontanée (60 - 75%) et une
minorité de fibres a basse activité (10 - 16%). Il n’existe pas de données expérimentales
chez ’'homme. Comme précisé précédemment, ces différents groupes fonctionnels sont liés

a I'nétérogénéité des synapses a ruban (Figure 2.7).

L’activité spontanée des fibres auditives primaires pourrait également étre régulée par
les fibres efférentes. En effet, I'application intra cochléaire de dopamine (neurotransmetteur
du systeme efférent latéral) entraine une réduction de I'activité spontanée des fibres du nerf
auditif et une élévation du seuil de réponse a la stimulation sonore (Ruel et al., 2001, Le Prell
et al., 2003). A Tlinverse, l'application d’antagonistes de la dopamine provoque une
augmentation de l'activité spontanée des neurones auditifs primaires et une amélioration de
la sensibilité au seuil. Dans cette derniére expérience, 'augmentation de l'activité spontanée
reflete probablement une levée d’inhibition tonique au niveau du site d’initiation du message

auditif (Ruel et al., 2001).

Table 2.1 : Distribution des fibres du nerf auditif chez différentes espéces. Distribution des fibres
suivant la classification basée sur I'activité spontanée. (haute : AS > 18 PA/s, moyenne : 0,5 < AS <18
PA/s, basse : AS < 0,5 PA/s). Données acquises par la technique d’enregistrement unitaire.

Animal Fibres Haute-AS Moyenne-AS Basse-AS Référence
Chat 55000 61 % 23 % 16 % (Liberman, 1978)
Cochon d’inde 24000 73 % 15 % 12 % (Tsuji and Liberman, 1997)
Gerbille 18000 60 % 30 % 10 % (Schmiedt, 1989)

Souris 9000 51% 49 (AS < 20 PA/s) (Taberner and Liberman, 2005)




2.3.2.3. Réponses des fibres en fonction de la fréquence

En général, les fibres auditives répondent a une stimulation sonore par une
modification (normalement une augmentation) de leur rythme de décharge au-dessus de leur
activité spontanée. Chaque fibre du nerf auditif répond préférentiellement a une fréquence
bien définie, appelée Fréquence Caractéristique (FC), qui dépend de la localisation de la CCI
qu'elle innerve sur la membrane basilaire (carte tonotopique cochléaire). Aux plus bas
niveaux de stimulation, la fibre ne répond qu'a cette fréquence de stimulation. Cependant, a
mesure que le niveau de stimulation s'éléve, la fibre répond a une plus grande gamme
fréquentielle. On peut ainsi définir un domaine de réponse de la fibre, dans le plan
fréquence-intensité, qui est délimité par une courbe de seuil représentant le niveau
d'intensité nécessaire, a chaque fréquence, pour provoquer une augmentation du rythme de

décharge de la fibre au-dessus de son activité spontanée (Figure 2.9).

A la fréquence caractéristique de la fibre, cette courbe de seuil, appelée "courbe
d'accord" est basse et trés pointue. Cette sélectivité en fréquence refléte celle du potentiel de
récepteur de la CCI qu'elle innerve (Cf. Figure 2.5). Chaque fibre peut étre considérée
comme la sortie d'un filtre sélectif passe-bande, et 'ensemble du nerf cochléaire comme un
faisceau issu d'un réseau de tels filtres. La grande sélectivité de ces filtres joue un rdle

important dans I'analyse fréquentielle effectuée par la cochlée.

Pour les fibres de fréquence caractéristique supérieure a 2 kHz, les courbes d'accord
sont asymétriques. Du cbté des hautes fréquences, la pente quasi-verticale traduit I'absence
de réponse pour des fréquences supérieures a la FC, méme a des hauts niveaux d'intensité.
Par contre, du c6té des basses fréquences, la pente de la courbe d'accord est plus faible,
jusqu'a présenter un plateau (queue d'activité) aux fortes intensités (Figure 2.9). Ainsi, une
fibore basale, spécialisée a bas niveaux de stimulation dans le codage des hautes
fréquences, peut également répondre aux basses fréquences de stimulation lorsqu'elles sont
émises a forte intensité (propriétés liées aux caractéristiques physiques de la membrane
basilaire). A hauts niveaux de stimulation, la perte de sélectivité fréquentielle des
mécanismes cochléaires induit une forte augmentation du nombre de fibres recrutées par la

stimulation et une dégradation de I'analyse fréquentielle du message sonore.
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Figure 2.9: Schéma représentant la
forme d'une courbe d'accord
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Pour les basses fréquences de stimulation, le codage fréquentiel est accentué par une
synchronisation des décharges a chaque cycle de I'onde sonore. La réponse temporelle des

fibres véhicule alors une information fréquentielle.

2.3.2.4. Réponses des fibres en fonction du temps

Pour les basses fréquences de stimulation, le potentiel de récepteur des CCI
conserve une composante alternative (microphonique) reproduisant la fréquence du
stimulus. Cette composante alternative dépolarise la CCl durant les phases acoustiques de
raréfaction et I'hyperpolarise durant les phases de condensation. Il en résulte une libération
accrue du neurotransmetteur, donc une accélération des décharges durant la phase de
raréfaction, et une rétention du neurotransmetteur, donc une diminution de ['activité
spontanée de la fibre, lors de la phase de condensation. Ainsi, les potentiels d'action
générés par la fibre se concentrent autour des phases de raréfaction de l'onde sonore

(phénoméne de verrouillage de phase).
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Pour les basses fréquences de stimulation, les potentiels d'action peuvent étre émis a
chaque cycle de I'onde sonore, ou de fagon plus espacée mais toujours dans la méme phase
de l'onde sonore (Figure 2.10A). Les intervalles de temps séparant les potentiels d'action
correspondent alors approximativement aux multiples entiers de la période du stimulus
acoustique. C'est en sommant les décharges émises par les différentes fibres répondant a la
stimulation que le systéme nerveux détecte une fréquence de décharge identique a celle de

la stimulation sonore (Rose et al., 1967).

Pour les hautes fréquences de stimulation, la composante alternative (microphonique)
du potentiel de récepteur des CCI est filtrée par les propriétés électriques de la membrane
cellulaire (Figure 2.5B). Elle fait place a une composante continue qui dépolarise la cellule
pendant toute la durée de la stimulation. Apres une forte synchronisation du premier
potentiel d'action évoqué par la stimulation (Figure 2.10B), le taux de décharge de la fibre

diminue puis devient globalement constant pendant toute la durée de la stimulation.

Onde sonore : 420 Hz
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Figure 2.10 : Verrouillage de phase pour les basses fréquences de stimulation. Cet exemple
présente |'activité unitaire d'une fibre enregistrée pendant la présentation d'une bouffée tonale de
420 Hz, émise a 60 dB SPL. Les points rouges représentent les instants de détection des potentiels
d'action (PA) émis par la fibre lors des 150 itérations de la stimulation (enregistrements réalisés dans
I'équipe chez une gerbille).
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Pour les hautes fréquences de stimulation (Figure 2.10B), la forte synchronisation du
premier potentiel d'action évoqué en début de stimulation reflete la libération rapide du
contingent de vésicules arrimées a la membrane plasmique (Readily Releasable Pool -
(Moser and Beutner, 2000)). Le passage a une activité plus aléatoire mais globalement
soutenue refléte la libération continue de vésicules plus éloignées des zones actives (Slowly
Releasable Pool). L'étude du codage temporel des fibres auditives peut ainsi nous donner
des indications sur les mécanismes de libération du neurotransmetteur par la CCIl. On parle
d'adaptation pour désigner la diminution du taux de décharge de la fibre observée aprés la

réponse synchrone des premiers potentiels d'action évoqués.

La réponse temporelle d'une fibre peut s'étudier sous la forme d'un histogramme
temporel représentant I'évolution du taux de décharge d'une fibre en fonction du temps. Cet
histogramme (PSTH: Peri-Stimulus Time Histogram) est construit a partir par des trains de
PA générés par une fibre lors d'une stimulation itérative. Avant le début de la stimulation, ce
PSTH représente l'activité basale (AB) de la fibre (Figure 2.11). Pour des stimulations
rapprochées dans le temps, cette activité basale aura tendance a étre inférieure a I'activité
spontanée de la fibre. En réponse a une haute fréquence de stimulation, le PSTH d'une fibre
auditive met en évidence: une rapide augmentation du taux de décharge en début de
stimulation (Pic), suivie d'une rapide diminution d'activité (Adaptation), puis un taux de
décharge maintenu constant pendant toute la durée de la stimulation (Plateau). A la fin de la
stimulation, on observe une inhibition d'activité, avec un taux de décharge qui peut rester nul
pendant plusieurs millisecondes. Par la suite la fibre retrouve progressivement son niveau

d'activité basale (Récupération).

Lorsque l'intervalle de temps compris entre deux stimulations est suffisamment long
pour permettre a la fibre de récupérer son activité spontanée, I'activité basale du PSTH est
égale a l'activité spontanée de la fibre. Notons que le temps de récupération des fibres a
basse activité spontanée est beaucoup plus long que celui des fibres a haute activité
spontanée. Chez le chinchilla, pour un son pur présenté a 80 dB SPL pendant 100 ms,
I'étude de (Relkin and Doucet, 1991) estime le temps de récupération des fibres a basse-AS
a 2 secondes, contre 200 millisecondes pour les fibres a haute-AS. Cette observation
pourrait en partie expliquer pourquoi le pic des PSTH est plus petit pour les fibres a basse-

AS que pour les fibres a haute-AS (Rhode and Smith, 1985, Muller and Robertson, 1991).
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Figure 2.11 : Histogramme temporel de décharge d'une fibre. A: Les points rouges représentent
les instants de détection des potentiels d'action émis par la fibre lors des 200 premiéres itérations
de la stimulation (montée=descente=2,5 ms, durée=300 ms, intervalle-inter stimulation=300 ms,
500 présentations). Les potentiels d'action détectés avant le début de chaque stimulation mettent
en évidence le niveau d'activité basale de la fibre, proche de son niveau d'activité spontanée
(AS=42 PA/s). B: L'histogramme temporel de décharge de la fibre (PSTH: Peri-Stimulus Time
Histogram) est construit a partir des PA détectés au cours des 500 présentations de la stimulation,
avec un pas temporel égal a 2 ms. Avant le début de la stimulation, ce PSTH met en évidence le
niveau d'activité basale (AB) de la fibre. La ligne pointillée horizontale représente le taux de
décharge égal a 0 PA/s (enregistrements réalisés dans I'équipe chez une gerbille).

2.3.2.5. Réponses des fibres en fonction de l'intensité

Le codage en intensité d'une fibre est généralement représenté par une courbe entrée-
sortie mettant en évidence I'évolution du taux de décharge de la fibre avec I'augmentation du

niveau de stimulation acoustique (Figure 2.12A). On distingue généralement 3 phases
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d'évolution: (1) Tant que le niveau de stimulation est inférieur au seuil de réponse de la fibre,
celle ci reste a son niveau d'activité spontanée. Autrement dit, la fibre ne répond pas a la
stimulation et ce malgré I'augmentation du niveau de stimulation. (2) Lorsque le niveau de
stimulation dépasse le seuil de réponse de la fibre, le taux de décharge de la fibre augmente
avec le niveau de stimulation. La fibre participe alors au codage de l'intensité sonore. Mais
rapidement, (3) le taux de décharge de la fibre atteint un niveau de saturation qui n'évolue
plus avec le niveau de stimulation. Autrement dit, la dynamique de codage en intensité d'une
fibre (20 a 40 dB) est trés limitée par rapport a la dynamique en intensité du champ audible

(environ 100 dB).

A. Etude du codage en intensité B. Classification fonctionnelle
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Figure 2.12 : Codage en intensité des fibres auditives. A. Etude du codage en intensité d'une fibre
auditive. L'évolution du taux de décharge d'une fibre auditive en fonction de l'intensité acoustique de
stimulation est généralement représentée par une fonction sigmoide. Tant que le niveau de
stimulation acoustique est inférieur au seuil de réponse de la fibre (1), celle-ci reste a son niveau
d'activité spontanée. Lorsque le niveau de stimulation dépasse le seuil de réponse de la fibre (2), le
taux de décharge de la fibre augmente avec le niveau de stimulation. Mais rapidement, le taux de
décharge de la fibre atteint un niveau de saturation (3) qui n'évolue plus avec le niveau de
stimulation. B. Les fibres a haute activité spontanée (AS > 18 PA/s, rouge) codent les bas niveaux de
stimulation, les fibres a basse activité spontanée (AS < 0,5 PA/s, vert) codent les plus hauts niveaux
de stimulation, et les fibres @ moyenne activité spontanée (0,5 < AS < 18 PA/s, bleu) codent les
niveaux intermédiaires (Liberman, 1978).
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Pour assurer le codage de I'ensemble de la dynamique auditive, chaque cellule ciliée
interne est innervée, selon l'espéce étudiée, par 10 a 30 fibres afférentes. Ainsi, outre
'augmentation du rythme de décharge des fibres, une augmentation d'intensité entraine le
recrutement de nouvelles fibres. A bas niveaux, la stimulation recrute progressivement les
fibres présentant une fréquence caractéristique similaire a celle de l'onde sonore, en
commencant par les fibres a bas seuils (fibres a haute-AS, Figure 2.12B), puis les fibres a
plus hauts seuils (moyenne- et basse-AS, Figure 2.12B). A hauts niveaux de stimulation, la
perte de sélectivité fréquentielle induit le recrutement d'un grand nombre de fibres innervant

la base de la cochlée.

2.3.3. Potentiels électriques globaux

Les réponses décrites jusqu'a présent sont les réponses unitaires obtenues chez
I'animal grace a une microélectrode placée de fagon invasive au contact d'une fibre auditive.
Chez I'homme, seuls les potentiels électriques globaux peuvent étre enregistrés pour étudier
l'activité des fibres auditives. L'observation de ces réponses globales est plus facile
(approche peu invasive) et permet de réaliser une évaluation tonotopique de I'ensemble des

fibres auditives.

2.3.3.1. Potentiel d'action composite

Le potentiel d'action composite du nerf auditif peut étre enregistré chez 'homme au
moyen d'une électrode placée dans le conduit auditif externe, ou mieux (avec un gain de 10)
par une électrode transtympanique s'appuyant sur le promontoire de la cochlée (Aran J.M.,
1969). Ce potentiel d'action composite (PAC) représente la sommation des activités unitaires
d'un grand nombre de fibres en début de stimulation. Il est donc d'autant plus ample que les

réponses unitaires sont nombreuses et bien synchronisées.

En réponse a un clic large bande, I'activité des fibres provenant de la base (région des
hautes fréquences) est plus synchronisée que celle des fibres provenant de l'apex. Ainsi, la
contribution des fibres basales dans I'élaboration du PAC est prépondérante. Cependant, en
utilisant des stimulations plus spécifiques en fréquence, telles que des bouffées tonales, on
peut interroger sélectivement différentes fréquences. D'une maniére générale, on peut dire

que la forme du PAC résulte du produit complexe, dans le temps (convolution) de deux
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fonctions (Goldstein and Kiang, 1958) : d'une part, celle qui décrit la forme d'un potentiel
d'action unitaire telle qu'il apparait au niveau de I'électrode d'enregistrement (par exemple, la
fenétre ronde chez I'animal, le promontoire chez I'homme) et d'autre part, celle qui décrit,
statistiquement, le nombre de ces potentiels d'action unitaires apparaissant a chaque instant

apres la stimulation sonore (histogramme temporel de décharge).

L'enregistrement de l'activité cochléaire (électrocochléographie) permet d'étudier les
réponses des cellules ciliées et des neurones cochléaires indépendamment des processus
auditifs centraux. Comme pour tous les potentiels électriques globaux, il est important de
prendre certaines précautions pour isoler la réponse neurale (absence de coexistence d'un
artefact de stimulation et/ou d'une réponse sensorielle (Starr et al., 1991)). Cependant, ce
traitement de signal est plus facile a réaliser a partir des réponses cochléaires, plus amples
et plus sensibles a l'activité des neurones cochléaires, que les potentiels de surface. Notons
également que le risque de transfert crénien (réponse de l'oreille controlatérale) est

négligeable par rapport a celui rencontré avec l'enregistrement des potentiels de surface.

Ainsi, bien que le PAC forme la composante principale du complexe de I'onde | des
potentiels évoqués auditifs précoces, il reste plus facile a analyser que cette derniére.
L'amplitude du PAC, mesurée entre ses deux premiéres ondes N; et P4, est de l'ordre de
quelques dizaines de microvolts. Moins d'une centaine de répétitions sont nécessaires pour

éliminer par moyennage le bruit de fond parasite.

2.3.3.2. Potentiels évoqués auditifs précoces (PEAP)

Ces potentiels de surface (électrode placée au niveau du crane) permettent
d'enregistrer 5 ondes majeures. La premiéere, avec une latence d'environ 1 ms, refléte le
potentiel du nerf auditif; les autres, celles des noyaux relais du tronc cérébral. Si la technique
d'enregistrement de l'onde | des PEAP est moins invasive que celle du PAC, le potentiel du
nerf auditif ainsi obtenu est plus délicat a analyser. En effet, les PEAP sont de faible
amplitude (< pV) et nécessitent un moyennage important (1000 a 2000 répétitions) pour étre

extraits du bruit de fond.

Généralement évoqués par une succession de clics (jusqu'a 50 clics par seconde), la

réponse globale recueillie provient essentiellement de la base de la cochlée. L'apparition de
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I'onde V permet d'estimer un seuil auditif, attribué aux fréquences comprises entre 2000 et
4000 Hz, et I'étude des latences et des amplitudes des 5 ondes permet de détecter des
Iésions sur les voies auditives. Dans les atteintes centrales, l'indication essentielle est
obtenue par l'augmentation du temps de conduction centrale mesuré par I'écart entre l'onde |

(ou Ny du PAC) et I'onde V du tronc cérébral (Portmann et al., 1980).

Les PEAP sont au cceur de la définition opérationnelle des neuropathies auditives dont
le dépistage repose sur la démonstration d'une abolition ou d'une altération majeure des
PEAP incluant I'onde |, avec la préservation de la réponse des cellules ciliées externes (Starr

et al., 1996).

2.3.3.3. Potentiels stationnaires (ASSR)

Les ASSR différent significativement de I'ensemble des potentiels électriques globaux,
dits transitoires, discutés jusqu'a présent parce qu'ils sont évoqués par des stimuli de longue
durée. Ces stimuli consistent en une fréquence porteuse (la fréquence audiométrique a
tester) modulée en amplitude et/ou en fréquence a des rythmes de quelques dizaines a une
centaine de Hz. Les ASSR reflétent la décharge synchrone des neurones auditifs accordés
sur la fréquence porteuse, mais en synchronisant leur décharge sur la fréquence de
modulation (Kuwada et al., 1986). lls proviennent du cortex auditif et de I'étage

mésencéphalique du tronc cérébral.

Reposant sur des stimuli de longue durée, ils possédent une spécificité fréquentielle
compétitive par rapport aux bouffées tonales (Cone-Wesson et al.,, 2002) et bien
évidemment incomparablement meilleure que le clic. Les potentiels stationnaires ne peuvent
étre utilisés pour évaluer les seuils comportementaux mais ils contribuent a enrichir le

tableau électrophysiologique des potentiels globaux.

41



3. MATERIEL ET METHODES

Les expériences ont été menées chez des gerbilles de Mongolie agées de 7 semaines,
provenant du centre d'élevage Charles River (L'Arbresle, France). Ces animaux étaient
hébergés au sein de 'animalerie de I'Institut des Neurosciences de Montpellier qui possede
I'agrément du Ministére de I'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét (B-34 172 36 -11
Mars 2010). Les expériences ont été conduites dans le souci de minimiser le nombre et la
souffrance des animaux. L’audition des animaux a été explorée a l'aide des produits de
distorsion acoustiques, des potentiels cochléaires globaux et de I'activité unitaire des fibres
auditives. Ces réponses ont été comparées a l'analyse quantitative du nombre de synapses
a ruban par CCI, chez des cochlées contrbles et des cochlées exposées a 33 uM de

ouabaine.

3.1. Préparation des drogues

Deux drogues ont été utilisées dans cette étude. La ouabaine (Sigma, St. Louis, MO,
USA), molécule connue pour son inhibition de la pompe Na+K+-ATPase (Schmiedt et al.,
2002), était diluée avant chaque utilisation dans de la périlymphe artificielle pour atteindre
une concentration finale de 33 uM. La tétrodotoxine (TTX, LATOXAN), neurotoxine connue
pour bloquer de maniére trés sélective le pore des canaux sodium voltage-dépendants
(Katsuki et al., 1966), a été diluée dans la périlymphe artificielle pour une concentration finale
de 1 et 3 yM. La composition de la périlymphe artificielle était la suivante: 137 mM NaCl; 5
mM KCL; 2 mM CaCl,; 1 mM MgCl,; 1 mM NaHCO3; 11 mM glucose; pH 7,4; osmolarité
(304 = 4,5 mOsm/kg).

3.2. Implantation des électrodes et application des drogues

Pour limiter le nombre et la durée des actes chirurgicaux, une électrode
d'enregistrement était implantée a demeure dans la niche de la fenétre ronde, puis reliée a
un connecteur fixé sur le crane de I'animal. A l'occasion de cette chirurgie, une drogue

pouvait étre appliquée dans la niche de la fenétre ronde.

Les gerbilles étaient endormies avec un mélange de Rompun a 2% (3 mg/kg) et de

Zolétil 100 (40 mg/kg) injecté par voie intra péritonéale. L'approche de la cochlée était
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réalisée par un abord dorsal. Aprés avoir rasé et nettoyé le crane de l'animal avec un
antiseptique (Bétadine®), la peau était incisée derriére le pavillon de l'oreille gauche pour
mettre en évidence la bulle tympanique. Une fois dégagé et séché, l'os de la bulle
tympanique était ouvert a I'aide d'un scalpel au niveau de sa paroi supérieure. Une électrode
boule d'enregistrement, préparée a partir d'un fil de platine gainé de Téflon (0,13 mm de
diamétre, Phymep, France), était ensuite placée au contact de la niche de la fenétre ronde a
l'aide d'un micromanipulateur (Warner Instruments). Pour conserver cette électrode en place
pendant plusieurs jours, celle-ci était fixée au niveau de la bulle tympanique avec de la
résine dentaire (Réf. 4920A2, 3M ESPE). Aprés avoir placé une électrode de référence dans
les muscles de la nugue de l'animal, une premiere série de mesures était réalisée en per-

opératoire. Les seuils et 'amplitude des réponses cochléaires étaient alors contrélés.

A ce stade, une drogue (Ouabaine ou TTX) pouvait étre appliquée dans la niche de la
fenétre ronde. Elle était introduite dans une pipette de perfusion en verre (0,1 mm de
diamétre a la pointe) placée au-dessus de la niche de la fenétre ronde. Connectée a un
pousse seringue électrique (Warner Instruments), cette pipette de perfusion permettait de
délivrer la drogue dans la niche de la fenétre ronde a une vitesse programmée de 2 ml/h,
pendant 30 minutes pour I'ouabaine, et 20 mn pour la TTX. Aprés application, la drogue était
retirée de la niche de la fenétre ronde a l'aide d'une petite boule de coton. Une seconde série

de mesure pouvait alors étre réalisée pour étudier I'effet immeédiat de la drogue appliquée.

Pour tous les animaux implantés, la bulle tympanique était ensuite séchée et refermée
avec de la résine dentaire de maniére a garder une extrémité de I'électrode d'enregistrement
en contact avec la niche de la fenétre ronde, et l'autre extrémité en dehors de la bulle
tympanique. Une incision était ensuite effectuée sur le créne de l'animal afin d'y fixer un
connecteur. Aprés avoir gratté le périoste de l'os, cette zone était soigneusement séchée et
légérement érodée avec du nitrate d'argent. Les électrodes (active et de référence) étaient
ensuite glissées sous la peau jusqu'a l'ouverture effectuée sur le crane, afin d'y étre soudées
au connecteur (fiche femelle a 4 voies, HARWIN). Le connecteur était alors fixé sur le crane
de l'animal avec de la résine dentaire. Pour finir, les plans musculaires et cutanés étaient
suturés avec du fil résorbable et recouverts avec un antiseptique (Bétadine®). Aprés cette
chirurgie, les animaux étaient laissés au repos pendant une semaine avant de commencer

les procédures d'exploration fonctionnelle.
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3.3. Exploration fonctionnelle

Avant chaque expérimentation, les gerbilles étaient endormies avec un mélange de
Rompun a 2% (3 mg/kg) et de Zolétil 100 (40 mg/kg) injecté par voie intra péritonéale. Cette
anesthésie présentait l'avantage de se dissiper rapidement et pouvait étre maintenue
pendant plusieurs heures grace a l'injection réguliere (toutes les deux heures) du tiers de la
dose initiale. Toutes les procédures étaient ensuite réalisées dans une chambre anéchoique
insonorisée. La température corporelle des animaux était maintenue a 38 + 1°C au moyen
d'une couverture chauffante rétro-contrélée par une sonde rectale (Homeothermic blanket
control unit 7137, Phymep). Pour assurer le dégagement des voies respiratoires des
animaux, leur téte était positionnée dans un appareil de contention non invasif fabriqué dans

le laboratoire.

3.3.1. Produits de distorsion acoustiques

L'amplification mécanique non linéaire, créée par l'activité des CCE, a été étudiée a
travers I'enregistrement des produits de distorsion acoustiques. Deux sons de fréquences
primaires f; et f, étaient générés simultanément par le logiciel Cubdis HID 40133DP (Mimosa
Acoustics, Champaign, IL, USA), et délivrés dans le conduit auditif externe par une sonde
ER-10C S/N 2525 (Etymotic Research Inc. EIk Grove Vilage, IL, USA) possédant deux hauts
parleurs miniatures. Les mécanismes actifs étaient explorés le long de I'axe tonotopique en
faisant varier la fréquence f, de 500 Hz a 20 kHz, par pas de 1/4 d'octave, en gardant un
rapport de fréquence f./fi=1,2. Les fréquences primaires f; et f, étaient émises a 60 et 55 dB
SPL (réf. 20 yPa), respectivement. Un microphone miniature inclus dans la sonde intra-
auriculaire, permettait d'enregistrer les produits de distorsion acoustiques. Le pic de
distorsion cubique 2f-f, et le bruit de fond environnant ont été mesurés en fonction de la
fréquence f,. Ce pic de distorsion cubique présente I'avantage d'étre le pic de distorsion le
plus ample aux fréquences plus graves que les fréquences primaires, ce qui permet

d'explorer la cochlée dans les fréquences aigues.

3.3.2. Potentiels cochléaires

Les potentiels cochléaires étaient recueillis par simple branchement au connecteur

placé sur le crane de l'animal pendant limplantation des électrodes (section 3.2). La
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génération et I'acquisition des signaux étaient assurées par une carte d’'analyse de signaux
dynamiques a deux entrées et deux sorties (National Instruments® PXI-4461, 200 kHz/canal,
120 dB de dynamique), contrblée par des interfaces créées au laboratoire sous LabVIEW
(National Instruments®). Les signaux étaient générés a une cadence de 200 000
échantillons/sec, tandis que l'acquisition était réalisée a 50 000 échantillons/sec pour
l'enregistrement de [l'activit¢ synchrone (PAC, PSTR et activité unitaire) et a 8000
échantillons/sec pour I'enregistrement de l'activité soutenue du nerf auditif (bruit de fond
cochléaire spontané et évoqué). Les stimulations sonores étaient délivrées en champ libre
par l'intermédiaire d'un haut-parleur (James B. Lansing Sound, Los Angeles, CA, USA) placé
a 10 cm de l'oreille testée. La calibration du systéme acoustique était réalisée a I'aide d'un
microphone 1/4 de pouce (Bruel et Kjaer) relié¢ a un analyseur de spectre (HP 3561A)

préalablement étalonné en dB SPL (référence 20 uPa efficace).

3.3.2.1. Potentiel d'action composite du nerf auditif (PAC)

Le potentiel d'action composite (PAC) du nerf auditif était mesuré en réponse a une
bouffée tonale (enveloppe trapézoidale, durée=10 ms, temps de montée= temps de
descente=1 ms, cadence=11 présentations par seconde, polarit¢ alternée, 100
présentations). Les réponses cochléaires étaient amplifiees (x 20000) et filtrées (32 - 35000
Hz) a l'aide d'un amplificateur différentiel de type Grass P511 (Astro-Med Inc., West
Warwick, RI, USA). Les seuils audiométriques du PAC ont été évalués pour des bouffées
tonales émises a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 26 et 32 kHz. Le niveau de stimulation était
progressivement augmenté par pas de 5 dB jusqu'a déterminer le plus petit niveau de
stimulation générant une amplitude N4-P; supérieure a 2 uV. De plus, a 2, 4, 8 et 16 kHz,
I'amplitude N4.P; du PAC a été mesurée pour des niveaux de stimulation allant de 0 a 100

dB SPL par pas de 5 dB.

3.3.2.2. Activité soutenue du nerf auditif

L'activité soutenue du nerf auditif a été évaluée suivant I'approche décrite par Dolan et
ses collaborateurs (Dolan et al., 1990). L’activité soutenue était évaluée pendant I'émission
de bandes de bruit tiers d'octave (bruit blanc de loi de distribution uniforme centrée, traité par
un filtre passe-bande Butterworth d'ordre 4). Les bandes de bruit tiers d'octave étaient

émises en continu pendant 20 secondes, pour des fréquences centrales de stimulation allant
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de 2 a 32 kHz, et des niveaux de stimulation progressant de 0 a 60 dB SPL par pas de 10
dB. La densité spectrale de puissance (DSP) de l'activité cochléaire était ensuite évaluée
avec une analyse de Fourier glissante par bloc (8000 échantillons/sec, 2000 échantillons par
bloc, pondération de Hamming, moyennage sur 50 blocs consécutifs, résolution spectrale de
4 Hz). La densité spectrale de puissance était exprimée en dBuV /VHz (référence: 1 pV de
tension efficace). La DSP spontanée du nerf auditif était évaluée en absence de stimulation

sonore.

3.3.2.3. Peri-stimulus time response (PSTR)

La PSTR a été mesurée en réponse a une bande de bruit tiers d'octave pulsée. Les
bandes de bruit étaient générées a partir d'un bruit blanc de loi de distribution uniforme
centrée, traité par un filtre passe-bande Butterworth d'ordre 4. Chaque bande de bruit était
modulée en amplitude par une enveloppe trapézoidale (durée=300 msec, temps de montée=
temps de descente= 2,5 ms, intervalle inter-stimulation=300 msec, 80 présentations, motif
pseudo-aléatoire différent d'une présentation a [l'autre). Les potentiels cochléaires
enregistrés a la fenétre ronde étaient traités en adaptant I'approche proposée par (Cazals
and Huang, 1996). Pour isoler la réponse neurale, I'activité cochléaire était filirée dans la
bande fréquentielle 300-1200 Hz (filtre Butterworth d'ordre 3). La réponse neurale était
ensuite redressée et lissée avec une fenétre glissante d'1 ms, puis moyennée par

synchronisation avec le début de la stimulation.

3.3.3. Activité unitaire des fibres auditives

Contrairement aux méthodes d'exploration fonctionnelle citées précédemment,
I'enregistrement de l'activité unitaire des fibres auditives est une mesure trés invasive
classée sans réveil. Elle est donc réalisée en fin de protocole d'étude sur une partie des
animaux de chaque groupe (contréle et ouabaine). Pour ces enregistrements, les
stimulations acoustiques étaient délivrées par des écouteurs magnétiques (type MF1,

Tucker-Davis) couplés a des barres d'oreille assurant une stimulation en champ clos.
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3.3.3.1. Chirurgie et placement de I'électrode de recueil

Les tissus musculaires étaient détachés de l'arriére du crane afin de dégager l'accés a
I'os occipital. La suite de I'approche consistait a ouvrir I'os occipital, a récliner la dure-meére et
a aspirer une partie du cervelet afin d'accéder au tronc cérébral et visualiser le nerf auditif a
sa sortie du meéat auditif. Les réponses unitaires des fibres du nerf auditif ont été
enregistrées a 'aide de microélectrodes de verre préparées en faisant chauffer des tubes de
verre (1 mm, WPI, ref 1B100F-4) avec une étireuse (Sutter P-1000) afin d'obtenir une
électrode d'environ 0,06 ym de diamétre, avec une impédance de l'ordre de 80 - 100 MQ.
Cette microélectrode de verre était remplie d'une solution de NaCl a 3M, et reliée a un
amplificateur (AxoClamp 2B, Axon Instrument). Une électrode de référence Ag/AgCl (E255
PHYMEP) était placée dans les muscles de la nuque de I'animal. La microélectrode de verre
était descendue dans le nerf auditif a I'aide d'un micromanipulateur de fagon enregistrer

I'activité isolée (unitaire) des fibres du nerf auditif successivement détectées.

3.3.3.2. Caractérisation des fibres du nerf auditif

Un bruit large bande, émis a 70 dB SPL, était utilisé pour élever le taux de décharge de
'ensemble des fibres de fagon non sélective. Ce bruit facilitait la détection des fibres pendant
le déplacement de la microélectrode de verre dans le nerf auditif. Les potentiels d’action
extracellulaires conduits par la fibre étaient ensuite détectés par application d'une procédure
de seuillage contrélée visuellement par I'expérimentateur (seuil généralement fixé a 0,5 mV
au-dessus du potentiel de base). L'activité spontanée des fibres du nerf auditif était évaluée
par moyennage du taux de décharge sur une durée de 30 secondes sans stimulation.
Ensuite, une procédure de balayage en fréquence et en niveau permettait de déterminer la
courbe d’accord de la fibre (champ récepteur de la fibre) en d’en déduire sa fréquence

caractéristique (en kHz) et son seuil de réponse (en dB SPL).

3.3.3.3. Enregistrements simultanés

Pour évaluer la contribution d’'une fibre a la réponse globale du nerf auditif, des
enregistrements simultanés (Kiang et al., 1976, Wang, 1979, Prijs, 1986) ont été conduits
avec, d'une part, une électrode boule implantée dans la niche de la fenétre ronde, et d'autre

part, une microélectrode de verre placée au contact d'une fibre auditive (Figure 3.1). Pour
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s’assurer que les 2 voies d’acquisition étaient parfaitement bien synchronisées (absence de
délai introduit par les filtres de mesure par exemple), nous avons mis au point un banc de
test avec un générateur d’'impulsions délivrant des pulses de tension (500 pys, 100 mV) dans
une solution saline. Deux électrodes connectées aux deux dispositifs d’enregistrement
étaient alors placées dans la solution saline pour permettre d’enregistrer les pulses de
tension et d’observer un éventuel retard entre les 2 voies d’acquisition induits par les filtres
analogiques des amplificateurs de mesure. Cette expérience de contréle a montré que le
délai entre les 2 voies était négligeable (délai < 20 ps). Ce dispositif calibré nous a permis de
faire des enregistrements simultanés en réponse a des bouffées tonales (protocole CAP,

section 3.3.2.1) ou a des bandes de bruit pulsées (protocole PSTR, section 3.3.2.3).

A. Potentiel d’action composite 80 dB SPL

Niche de la fenétre ronde PAC

40 uv
- Electrode N 4 |—

: 1ms

d’enregistrement

B. Réponse d’une fibre auditive
400
10 ms
2mv[

300

200

Itération

100

Gerbille de Mongolie

0 I
0123456
Temps (ms) Enregistrements simultanés

Figure 3.1: Enregistrement simultané de I'activité unitaire d'une fibre et du PAC. Dans cet exemple,
les enregistrements simultanés sont effectués en réponse a une bouffée tonale correspondant a la
fréquence de meilleure sensibilité de la fibre (FC=7127 Hz, enveloppe trapézoidale, durée=10 ms,
temps de montée=temps de descente= 1 ms, cadence= 11 présentations/s, polarité alternée, 400
présentations). A. Enregistrement du potentiel d'action composite a l'aide d'une électrode boule
implantée dans la niche de la fenétre ronde. Photo: a travers cette ouverture de la bulle tympanique
on observe le cadre osseux du tympan (a gauche), I'artere stapédienne (rouge), et la niche de la
fenétre ronde dans laquelle sont situés |'électrode boule et la membrane de la fenétre ronde (zone
plus sombre). B. Etude de la réponse synchrone d'une fibre auditive. Pour chaque présentation de la
stimulation, les instants d'occurrence des potentiels d'action de la fibre sont représentés par un point
rouge. Pour chacune des 400 présentations de la stimulation, le premier potentiel d'action évoqué
par la stimulation est identifié par un gros point rouge.
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3.4. Investigation morphologique

Les animaux étaient décapités sous anesthésie profonde au pentobarbital sodique (50
mg/kg). Les cochlées étaient rapidement prélevées et fixées dans une solution a 4% de
paraformaldéhyde dans du tampon phosphate salin (tampon phosphate 10 mM, pH 7,4; Nacl
0,9%). Les observations d'immunocytochimie ont été effectuées sur le plateau d'imagerie

MRI de I'Institut des Neurosciences de Montpellier.

3.4.1. Immunohistochimie

Apreés fixation au paraformaldéhyde (30 minutes), les cochlées étaient rincées dans le
tampon phosphate salin (PBS) et disséquées afin d'6ter la capsule otique, le ligament spiral,
la strie vasculaire et la membrane tectoriale. Les tours étaient ensuite séparés selon un axe
horizontal afin de donner des préparations de surface d'organe de Corti. Celles-ci étaient
incubées toute la nuit a 4°C avec deux anticorps primaires monoclonaux de souris d'isotypes
différents. Le premier anticorps était une IgG1 dirigée contre CtBP2 (BD Transduction
Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA). Cet anticorps anti-CtBP2, dilué au 1/500°™e,
reconnait a la fois le co-répresseur de transcription CtBP2, situé dans le noyau des CCl, et le
domaine B de RIBEYE, un composant des rubans présynaptiques. Le second anticorps était
une 1gG2a, dirigée contre la sous-unité GIuA2 des récepteurs AMPA (clone 6C4, Millipore,
Billerica, MA, USA). Il a été utilisé a une dilution au 1/200°™e, Aprés incubation avec les
anticorps primaires (une nuit a 4°C sous légére agitation), les préparations d'organe de Corti
étaient rincées dans le PBS, puis incubées 2 heures a température ambiante avec un couple
d'anticorps secondaires fabriqués chez la chévre (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) et dirigés
les uns contre les IgG1 de souris et les autres contre les IgG2a de souris. Les anticorps anti-
IgG1 étaient conjugués au fluorochrome Alexa 488 et les 1IgG2a a I'Alexa 594. lIs ont été
utilisés & une dilution au 1/1000°™. Aprés trois rincages dans le PBS, les préparations
étaient montées sur une lame de microscope en verre avec un milieu de montage

fluorescent (Dako North America, Inc, USA).

3.4.2. Imagerie confocale

L'acquisition des images a été effectuée a l'aide d'un microscope laser confocal

(Microscope inverse 1 Zeiss AxioObserver / LSM 5 LIVE DUOQO), de l'apex a la base de la
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cochlée. Le nombre de synapses par CCI n’étant pas constant le long de la cochlée (Meyer
et al., 2009), douze a quatorze points de mesure équidistants (saut régulier de 70 CCI soit
~700 um d’aprés (Tarnowski et al., 1991)) ont été considérés tout le long de la rangée des
CCI en partant de I'apex. Réalisée a haute résolution (x63, zoom 2), chaque prise d'image
regroupait en moyenne 7 CCI. Le pble baso-latéral de ces CCI était entierement numérisé
par pas de 0,4 um en z, du faisceau spiral interne au-dessous des CClI, jusqu'au-dessus du
ruban synaptique le plus apical dans la région supranucléaire de la cellule. Les séquences
d'images ainsi obtenues (16 a 30 plans focaux par point de mesure) étaient ensuite
importées dans le logiciel de traitement Imaged (Wayne S Rasband, http://imagej.nih.gov/ij/)

afin d'extraire les images par plan et par canal.

3.4.3. Reconstruction 3D

Les images ont été traitées a l'aide du logiciel Matlab et de sa toolbox "image
processing". Pour commencer une projection 2D était effectuée par superposition de tous les
plans optiques obtenus en z (Figure 3.2A). Cette projection nous permettait de sélectionner
la zone d'étude en rejetant les CCI situées sur les bords de I'image (pour lesquelles une

partie des synapses risquait d'étre hors-champ).

Au sein de la zone étudiée (6 - 7 CCI au centre de la prise d'image), les structures
anatomiques recherchées apparaissaient dans les images confocales sous la forme d’amas
de voxels adjacents d’intensité forte. Pour détecter ces amas, nous avons développé un
algorithme de classification ascendant hiérarchique qui agrége, de proche en proche, les
voxels en contact latéral. Cet algorithme commence tout d’abord par agréger les voxels
voisins (voxels qui partagent une face) ; dés que l'algorithme commence a agréger des
voxels distants (voxels qui ne partagent par une face), le programme informatique considére
que 'amas de voxels est circonscrit et clos. Appliqué séparément sur le canal vert et sur le
canal rouge, cet algorithme permet donc de détecter indépendamment les noyaux
cellulaires, les rubans synaptiques et les densités de récepteurs (Figure 3.2B). Dans cette
étude, les seuils en intensité ont été déterminés qualitativement par I'expérimentateur sur le
canal rouge et le canal vert pour retenir les voxels les plus intenses. Le choix des seuils était
guidé par I'histogramme des intensités. Pour détecter la juxtaposition d’'un ruban synaptique
et d’'une densité de récepteurs, nous avons utilisé la propriété de diffusion des marqueurs

synaptiques qui tend a marquer la structure cible bien au-dela de ses limites anatomiques.
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En combinant les canaux vert et rouge, la juxtaposition apparait donc en jaune (Figure
3.2C). La détection du nombre de synapses dites « complétes » peut ensuite se faire avec
l'algorithme de classification hiérarchique ascendant appliqué au canal mixte jaune. Menée
pour chaque point de mesure, cette procédure permet d’évaluer le nombre de synapses a

ruban par CCI.

A z (um) C um
/tr‘l" :’a‘o‘a ‘s e p
/ / - Se J.‘_'L( .
; /4 x(um) 94 ®  x(um) SS  x(um)
L L y (um) y (um)

Plans Optiques Détection 3D Juxtaposition 3D

Figure 3.2 : Méthode de détection illustrée sur des données simulées. A. Les canaux rouge et vert
des plans optiques sont analysés par I'algorithme de détection 3D. Dans le canal vert, les noyaux des
CCl sont marqués en vert pale alors que les rubans synaptiques sont marqués en vert vif. B.
L'algorithme de détection appliqué séparément sur le canal rouge et le canal vert permet de
circonscrire les contours des densités de récepteurs, des noyaux cellulaires et des rubans
synaptiques. Dans cet exemple on distingue: 8 densités de récepteurs en rouge, 3 noyaux cellulaires
en vert pale et 9 rubans synaptiques en vert vif. C. Aprés fusion des canaux rouge et vert,
I'algorithme détecte 8 synapses compléetes (en jaune).

3.5. Analyse des données

Toutes les données ont été analysées a I'aide du logiciel Maltab (MathWorks company)

et de ses boites a outils Statistics et Curve Fitting toolboxes.

3.5.1. Modele d’ajustement des PSTH et PSTR

Les différentes composantes des réponses temporelles (PSTH et PSTR) ont été
analysées en utilisant le modéle d'ajustement proposé par (Westerman and Smith, 1984)
pour I'étude de réponses unitaires chez la gerbille. Ce modéle correspond a la somme de
deux composantes exponentielles transitoires et d'une composante continue, soit une

équation a 5 parameétres:
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Dans ce modéle, A; (exprimée en pV pour la PSTR et PA/s pour le PSTH) et -
(exprimée en ms) représentent I'amplitude et la constante de temps de la composante
rapide, Asr(exprimée en uV pour la PSTR et PA/s pour le PSTH) et 751 (exprimée en ms)
représentent I'amplitude et la constante de temps de la composante lente, et Ass (exprimée
en pV pour la PSTR et PA/s pour le PSTH) représente I'amplitude de la composante
continue. La réponse est maximale a l'instant t=0 ms et se termine a l'instant t,; exprimé en
ms. Les deux composantes exponentielles se différentient par I'ordre de grandeur de leurs
constantes de temps. L’adéquation entre le modéle de d'ajustement et la réponse étudiée
(PSTH ou PSTR) est traduite par le coefficient de détermination R2. D’'une valeur comprise
entre 0 et 1, il peut étre exprimé en pourcentage et interprété comme la part de variance de
la réponse expliquée par le modéle. Autrement dit, plus il se rapproche de 1, plus la qualité

de I'ajustement est bonne.

3.5.2. Analyse statistique

Les moyennes sont exprimées t une fois I'erreur standard (ou * une fois I'écart type
si mentionné). Lorsque les conditions d’application des tests paramétriques étaient
respectées (distribution normale des échantillons), la comparaison de deux groupes était
effectuée a laide d'un test de Student, et la comparaison de plusieurs groupes était
effectuée a l'aide d’un test d’analyse de variance (ANOVA a 1 facteur), complété par un test
de comparaison multiple. Sinon, des tests non-paramétriques étaient réalisés: la
comparaison de deux groupes était effectuée a l'aide d'un test de Wilcoxon et plusieurs
groupes étaient comparés a l'aide d'un test de Kruskal-Wallis, complété par un test de

comparaison multiple.
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4. RESULTATS

Ce travail de thése avait pour but de développer une nouvelle méthode d'exploration
fonctionnelle rendant mieux compte de l'intégrit¢ du complexe CCI - fibres afférentes. Il
répond a une demande clinique de plus en plus pressante pour le diagnostic des
neuropathies auditives (Starr et al., 1996, Zeng et al., 2005) dont le nombre est trés
certainement sous-estimé. En effet, une série d’études menées chez I'animal a montré que
les seuils auditifs peuvent étre absolument normaux malgré d'importantes pertes de fibres
(désafférentation) induites par une surexposition sonore modérée (Kujawa and Liberman,
2009, Lin et al., 2011, Furman et al., 2013), ou par le vieillissement (Sergeyenko et al., 2013).
De plus, lI'amplitude et la latence de la réponse synchrone du nerf auditif (onde | des
potentiels évoqués auditifs précoces) peuvent étre normales malgré la perte de 20% de fibres
dans le nerf auditif (Bourien et al., 2014). Le travail présenté ici a été exclusivement mené
chez 'animal mais pourrait poursuivre son développement en clinique dans le but de mieux

caractériser les atteintes synaptiques et neurales (Zeng et al., 2005, Moser et al., 2013).

Les résultats présentés dans cette étude s’appuient sur des comptages de synapses et
des enregistrements électrophysiologiques in vivo (potentiels cochléaires globaux et activité
unitaire de fibres). lls sont présentés en quatre parties. Dans la premiére partie (4.1), nous
avons présenté le modéle expérimental de neuropathie utilisé pour évaluer notre méthode.
Dans la seconde partie (4.2), nous avons étudié la méthode de référence, a savoir
I'évaluation de la réponse synchrone des fibres auditives, a travers l'enregistrement du
potentiel d'action composite (PAC) du nerf auditif. Le manque de sensibilit¢ du PAC nous a
conduit a développer une nouvelle approche (4.3) basée sur la réponse soutenue des fibres.
Dans une quatrieme partie (4.4), nous avons proposé une méthode qui rend compte a la fois
des réponses synchrone et soutenue du nerf auditif. Cette derniére approche donne accés
aux constantes de temps d'adaptation des fibres, une information qui n’est a I’heure actuelle

accessible qu’au moyen d’enregistrements unitaires.
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4.1. Modele expérimental de neuropathie

Pour commencer cette étude, nous avons eu besoin de créer un modéle de
neuropathie caractérisé par une perte partielle de fibres du nerf auditif (~25%). Il était
important que le degré de perte ne soit pas trop sévere pour se situer dans des conditions
physiopathologiques réalistes (Kujawa and Liberman, 2009, Sergeyenko et al., 2013). Chez
la gerbille, I'application d'une solution d'ouabaine dans la niche de la fenétre ronde induit une
perte sélective de fibres du nerf auditif suivant un effet dose dépendant (Schmiedt et al.,
2002, Lang et al., 2005, Bourien et al., 2014). En bloquant les pompes sodium-potassium, qui
jouent un réle essentiel dans le maintien du potentiel de repos des neurones, I'ouabaine
induit la mort cellulaire des fibres auditives sans affecter I'activité des cellules ciliées. En
s’appuyant sur des travaux antérieurs menés dans I'équipe (Tang, 2011, Bourien et al.,
2014), une concentration de 33 UM a été retenue pour cette étude. En pratique, une solution
de périlymphe artificielle contenant 33 uM d'ouabaine était appliquée pendant 30 minutes
dans la niche de la fenétre ronde de la cochlée. Aprés une semaine de repos, l'activité
cochléaire était évaluée au moyen de I'enregistrement des produits de distorsion acoustiques
et des potentiels cochléaires globaux. Les animaux étaient ensuite divisés en 2 groupes afin
de réaliser des enregistrements unitaires chez un premier groupe et des comptages de
synapses par immuno-marquage chez un second groupe. Un groupe d’animaux contrdles a

été exploré suivant le méme protocole expérimental.

4.1.1. Nombre de synapses a ruban par cellule ciliée interne

La perte de fibres induite par I'ouabaine a été évaluée en comptant le nombre de
synapses par cellule ciliée interne (CCI) pour des cochlées contrbles (n = 4) et des cochlées
exposées a 33 uM d'ouabaine (n = 4). Pour chaque cochlée, une douzaine de points de
mesure ont été considérés, répartis de I'apex a la base, toutes les 70 CCI, avec en moyenne
7 CCI adjacentes par point de mesure. Pour marquer les synapses a ruban de la CCI, nous
avons utilisé un anticorps anti-CtBP2 qui reconnait a la fois le co-répresseur de transcription
CtBP2, situé dans le noyau des CCI, et le domaine B de RIBEYE, un composant des rubans
présynaptiques. Le second anticorps utilisé était dirigé vers la sous-unité GIluA2 des
récepteurs AMPA pour visualiser la densité postsynaptique. Les synapses ont été comptées
comme potentiellement fonctionnelles lorsque les immunoréactivités de RIBEYE et de GIuA2

étaient juxtaposées sur des images acquises par microscopie confocale 3D (Figure 4.1). La
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position fréquentielle correspondant a la prise d'image était calculée d’aprés la carte

fréquentielle de la gerbille établie par (Muller, 1996).

La Figure 4.1A présente une projection de tous les plans optiques obtenus en z dans la
zone codant la fréquence 16 kHz pour une cochlée contrble. Les grands halos vert pale
situés en haut de I'image représentent les noyaux (n) des 6 CCI, tandis que les marquages
punctiformes en bas de I'image correspondent a la juxtaposition d'éléments pré- (vert) et
postsynaptiques (rouge). Le carré blanc représenté sur cette projection indique la surface de
6 ym? étudiée dans les 3 petites images de la Figure 4.1B. Ces 3 petites images présentent
séparément puis conjointement le marquage des éléments pré- et postsynaptiques avec, a
gauche, la détection des marquages immunoréactifs de RIBEYE (CtBP2), au centre, la
détection des marquages immunoréactifs de GluA2, et a droite, la superposition de ces
immunoréactivités. Afin de différencier d'éventuelles synapses superposées en z, des
analyses tridimensionnelles (3D) ont été systématiquement réalisées a I'aide du logiciel
Matlab et de sa toolbox « image processing ». La Figure 4.1C présente deux reconstructions
3D suivant deux azimuts différents. Dans cet exemple, 100% des éléments pré- et

postsynaptiques sont juxtaposés.

Des cochlées exposées a 33 uyM d'ouabaine ont ensuite été analysées suivant la méme
technique. Alors qu’a premiére vue la projection des images confocales (faible
grossissement) laisse penser que I'ouabaine n’a pas eu d’effet sur le nombre de synapses
par CCI (Figure 4.1D), l'analyse 3D réalisée a fort grossissement (Figures 4.1E,F) montre
que certains rubans synaptiques (~20%) ne sont pas juxtaposés a une densité post-
synaptique. Pour vérifier cette observation, nous avons répliqué cette analyse sur 4 cochlées
contrOles et 4 cochlées exposées a 33 uM d'ouabaine, dans la zone du 16 kHz (Figure
4.1G). Chez les cochlées exposées, le nombre d'éléments postsynaptiques diminue
significativement (contréle : 21,1 £ 1,2 ; ouabaine : 15,9 + 0,6 éléments/CClI, p<0,05) tandis
que le nombre de rubans reste similaire a celui des cochlées contréles (controle : 20,4 £ 1,3 ;
ouabaine : 19,5 + 0,6 éléments/CCl, p>0,1). Cette plus grande vulnérabilit¢é de la post-
synapse a l'ouabaine était prévisible puisque les pompes Na’/K'-ATPase (cibles de
'ouabaine) sont massivement exprimées sur la terminaison périphérique des fibres du nerf

auditif (McLean et al., 2009).
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Figure 4.1: Perte de synapses aprés application de 33 uM d'ouabaine. A-F: Images acquises en
microscopie confocale dans la région codant pour le 16 kHz (Cf. carte fréquentielle de la gerbille
(Muller, 1996)) pour une cochlée contréle (A-C) et pour une cochlée exposée a 33 uM d'ouabaine (D-
F). Les rubans synaptiques (éléments présynatiques) et les noyaux des cellules ciliées internes sont
marqués avec un anticorps anti-CtBP2. Les récepteurs AMPA (éléments postsynaptiques) sont
marqués avec un anticorps anti-GIuA2. Les éléments pré- et postsynaptiques sont juxtaposés a l'aide
d'une analyse tridimensionnelle. Pour la cochlée controle, 100% des éléments pré- et post-
synapiques sont juxtaposés, contre 80% pour la cochlée exposée a I'ouabaine. G. Quantification des
éléments détectés par cellule ciliée interne (CCl) dans la zone du 16 kHz chez des cochlées controles
(n=4 cochlées, 27 CCl) et chez des cochlées exposées a 33 uM d'ouabaine (n=4 gerbilles, 26 CCl).
Cette analyse détaille la quantification des éléments présynaptiques (CtBP2), des éléments
postsynaptiques (GluA2) et des éléments pré- et postsynaptiques juxtaposés. H. Nombre de
synapses par CCl estimé pour chaque bande d'octave comprise entre 0,5 et 32 kHz. Ces données
correspondent aux éléments pré- et postsynaptiques juxtaposés pour 4 cochlées contréles (noir) et
pour 4 cochlées exposées a l'ouabaine (rouge). Tests Statistiques : * p<0,05 ; ** p<0,01 Wilcoxon
rank sum test.
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Pour aller plus loin, nous avons répliqué cette analyse le long de I'axe tonotopique en
partant de la zone fréquentielle codant pour le 500 Hz (soit 13% de I'apex), jusqu'a la zone
codant pour le 32 kHz (soit 87% de l'apex). Dans la Figure 4.1H, les comptages obtenus
chez les cochlées contréles sont représentés en noir, tandis que les comptages obtenus
chez les cochlées exposées sont représentés en rouge. Aucune différence significative n'est
observée entre ces deux groupes au-dessous de 8 kHz. Par contre, au-dessus de 8 kHz,
une diminution significative du nombre de synapses par CCI (de I'ordre de 25% dans la zone

du 16 kHz) a été observée chez les cochlées exposées a I'ouabaine.

Ces résultats suggérent que l'application d’une faible dose d’ouabaine induit une
déafférentation des cellules ciliées internes dans la partie basale de la cochlée, au travers

d’'une action préférentiellement post-synaptique de la drogue.

4.1.2. Propriétés fonctionnelles des fibres auditives

Pour étudier les caractéristiques fonctionnelles des fibres non affectées par I'application
de ouabaine, nous avons réalisé des enregistrements unitaires chez 4 gerbilles traitées (424
fibres) et 10 gerbilles contrdles (637 fibres). Chaque fibre a été caractérisée par son activité
spontanée (AS), sa fréquence caractéristique (FC) et son seuil de réponse (S). Nous avons
ensuite représenté le seuil de réponse des fibres en fonction de leur fréquence
caractéristique pour le groupe contréle (Figures 4.2A) et le groupe ouabaine (Figure 4.2B).
Alors que la proportion et la distribution des fibres a haute- (points rouges) et moyenne-AS
(points bleus) semblent similaires chez ces deux groupes, les fibres a basse-AS (points
verts), majoritairement distribuées dans la partie basale de la cochlée (FC>4 kHz) chez le
groupe contréle, ont quasi disparu au sein du groupe ouabaine. Pour mettre en évidence
cette observation, nous avons représenté l|'activité spontanée des fibres en fonction de leur
fréquence caractéristique (Figures 4.2C,D). Tandis que chez le groupe contréle, les fibres a
basse-AS représentent 17% de la population (soit 108 fibres sur 637), elles ne représentent
plus que 1,5% de la population (soit 7 fibres sur 424) au sein du groupe ouabaine. Pour aller
plus loin dans I'analyse de ces données, nous avons construit les histogrammes de l'activité
spontanée de ces fibres (Figures 4.3A,D). La forte représentation des fibres a basse-AS
chez le groupe contrdle est mise en évidence par I'amplitude de la premiére barre de

I'histogramme (224 fibres pour AS<5 PA/s).
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Figure 4.2: Caractéristiques des fibres du nerf auditif de gerbilles controles (A, C) et traitées a
I'ouabaine (B, D). A, C. Seuil de réponse des fibres en fonction de leur fréquence caractéristique
chez les gerbilles controéles (A, contréle, 637 fibres, 10 gerbilles) et les gerbilles exposées a I'ouabaine
(B, 33 uM ouabaine, 424 fibres, 4 gerbilles). Chaque fibre est représentée par un point dont la
couleur indique la classe de la fibre : Les fibres a basse-AS (AS < 0,5 PA/s) sont représentées en vert,
les fibres a moyenne-AS (0,5 < AS < 18 PA/s) en bleu, et les fibres a haute-AS (AS > 18 PA/s) en rouge.
B, D. Activité spontanée des fibres en fonction de leur fréquence caractéristique chez les gerbilles
controles (B, mémes fibre qu’en A) et les gerbilles exposées a I'ouabaine (D, mémes fibres qu’en B).
Les lignes pointillées horizontales démarquent les fibres a haute (> 18 PA/s; rouge), moyenne (0,5-18
PA/s; bleu) et basse (< 0,5 PA/s; vert) activité spontanée. Pour faciliter la représentation des fibres
ayant une AS égale a 0 PA/s sur cette échelle logarithmique, celles-ci sont représentées a un niveau
d'AS égal a 0,033 PA/s (second plus petit niveau d'AS mesurable au cours des 30 secondes
d'enregistrement de I'AS).
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Chez le groupe ouabaine, I'amplitude de cette premiére barre chute fortement (59 fibres
pour AS<5 PA/s) tandis que les fibres a haute-AS sont pratiquement aussi nombreuses que
dans le groupe contréle. En étudiant séparément les fibres distribuées dans la partie apicale
(FC < 4 kHz) de la cochlée, on constate que la représentation des fibres a basse-AS passe
de 8% chez le groupe contrdle (Figure 4.3B) a 0% chez le groupe ouabaine (Figure 4.3E).
La perte des fibres a basse-AS est cependant moins impressionnante dans la partie apicale
de la cochlée que dans la partie basale (FC > 4 kHz), ou les fibres & basse-AS sont
majoritairement distribuées. Au sein des fibres codant ces hautes fréquences, la
représentation des fibres a basse-AS passe de 29% chez le groupe contréle (Figure 4.3C) a

4% chez le groupe ouabaine (Figure 4.3F).

Nous avons ensuite calculé les distributions cumulées des fibres en fonction de leur
activité spontanée, leur seuil de réponse et leur fréquence caractéristique. Les courbes
obtenues pour le groupe contréle (noir) et pour le groupe ouabaine (rouge) sont

superposées dans les Figures 4.3G-l.

La Figure 4.3G représente les distributions cumulées des fibres en allant des basses
aux hautes activités spontanées. La faible représentation des fibres a basse AS chez les
animaux traités retarde la progression de la distribution cumulée. Comme nous l'avions
observé précédemment sur les Figures 4.3A et 4.3D, seul 1% des fibres exposées a
l'ouabaine ont une basse-AS (distribution cumulée atteinte pour un niveau d'AS égal a 0,5
PA/s) tandis que ce pourcentage s'éleve a 17% pour les fibres contrdles. Jusqu'a un niveau
d'AS égal a 18 PA/s, ce retard de progression est conservé car le pourcentage de fibres a
moyenne-AS est similaire dans les deux populations (29%, Figures 4.3A et 4.3D). La
différence significative (p < 0,001) obtenue entre les groupes contréle et ouabaine est donc
lie a la faible représentation des fibres a basse-AS dans le groupe ouabaine. La Figure
4.3H représente les distributions cumulées des fibres en allant des bas vers les hauts seuils
d’activation. En accord avec la disparition des fibres a basse-AS, ce sont les fibres a haut
seuil d’activation (seuil > 15 dB SPL) qui dégénérent préférentiellement aprés application
d’ouabaine. Par exemple, alors que pour le groupe contrble 37% des fibres ont un seuil
supérieur a 20 dB SPL, seuls 16% ont un seuil supérieur a 20 dB SPL pour le groupe
ouabaine, soit un écart de 21 points de pourcentage (ligne pointillée). Pour finir, nous avons
représenté les distributions cumulées des fibres en évoluant des basses aux hautes
fréquences caractéristiques (Figure 4.3l). Cette fois, il n'y a pas de différence significative

entre les groupes contréle et ouabaine.
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Figure 4.3: Analyse statistique des caractéristiques des fibres contrdles (A, C) et traitées a
I'ouabaine (B, D). A-C. Distribution de I'activité spontanée des fibres enregistrées chez 10 gerbilles
contrdles, pour I'ensemble des fibres enregistrées (A, 637 fibres), pour les fibres présentant une
fréquence caractéristique (FC) inférieure ou égale a 4 kHz (B, 357 fibres) et pour les fibres présentant
une fréquence caractéristique supérieure a 4 kHz (C, 280 fibres). D-F. Distribution de I'activité
spontanée des fibres enregistrées chez 4 gerbilles exposées a 33 uM d'ouabaine, pour I'ensemble des
fibres enregistrées (D, 424 fibres), pour les fibres présentant une FC < 4 kHz (E, 247 fibres) et pour les
fibres présentant une FC > 4 kHz (F, 177 fibres). G-I. Distributions cumulées des fibres en fonction: de
leur activité spontanée (G), de leur seuil de réponse (H), et de leur fréquence caractéristique (l) pour
les fibres enregistrées chez les gerbilles contrdles (tracés noirs, 637 fibres) et exposées a I'ouabaine
(tracés rouges, 424 fibres). Ces distributions cumulées sont construites avec un pas de distribution
logarithmique (20 intervalles par décade). Une différence significative entre les groupes controle et
ouabaine (test de Kolmogorov-Smirnov pour deux échantillons) est mise en évidence pour les
distributions cumulées présentées dans les figures G (p < 0,001) et H (p < 0,001) alors qu'il n'y a pas
de différence significative pour les distributions cumulées présentées dans la figure | (p > 0,5).
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Ce dernier résultat suggere que l'effet de l'ouabaine ne dépend pas de la fréquence
caractéristique des fibres, comme les résultats de comptages des synapses le laissaient
imaginer. La perte de fibres dans la partie basale de la cochlée est avant tout liée a un effet
spécifique de I'ouabaine sur les fibres a basse-AS, majoritairement représentées dans cette
partie de la cochlée. Ce résultat, en contraste avec les données observées chez le rat (Fu et

al., 2012) est développé dans la discussion.

L'ensemble de ces résultats montre que le modéle de neuropathie obtenu chez la
gerbille, par application d'une solution de 33 uM d'ouabaine dans la niche de la fenétre

ronde, détruit préférentiellement les fibres a basse-AS.

4.2. Activité synchrone des fibres du nerf auditif

Les mesures objectives utilisées en clinique pour évaluer I'activité du nerf auditif (ondes
précoces des potentiels évoqués auditifs et/ou potentiel d'action composite du nerf auditif)
sont basées sur I'étude de l'activité synchrone des fibres du nerf auditif. Recueillies en champ
lointain, ces réponses sont amplifiées, filtrées et moyennées de fagon a extraire une premiére
onde reflétant la synchronisation des réponses unitaires en début de stimulation. Pour
comprendre dans quelle mesure I'amplitude de cette réponse globale permet de détecter la
perte de fibres auditives, nous avons étudié les réponses obtenues dans le modéle de

neuropathie décrit précédemment.

4.2.1. Réponse synchrone dans le modele de neuropathie

Pour déterminer si la perte de fibres induite par I'ouabaine peut étre détectée a partir
de la réponse synchrone du nerf auditif, nous avons mesuré et comparé les potentiels
d'action composites (PAC) du nerf auditif enregistrés chez des gerbilles contréles (n = 7) et

des gerbilles exposées a 33 uM d'ouabaine (n = 7).

Préalablement, pour s’assurer que I'ouabaine n’avait pas eu une action délétére sur
l'activité des cellules ciliées externes, nous avons Vérifié que les produits de distorsion

acoustiques de ces 2 groupes étaient parfaitement superposables (Figure 4.4A).

Le seuil d'apparition du PAC a ensuite été mesuré pour les fréquences de stimulation

supérieures a 2 kHz (Figure 4.4B). L'absence de modification des seuils auditifs chez les
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gerbilles exposées a l'ouabaine s’explique par l'atteinte spécifique des fibres a basse-AS,
caractérisées par un haut seuil d’activation (Liberman, 1978). L’amplitude Ns-P; du PAC a
été enregistrée a 2, 4, 8 et 16 kHz, pour des niveaux de stimulation allant jusqu'a 100 dB
SPL par pas de 5 dB (Figures 4.4C-F). Quelle que soit la fréquence testée, les amplitudes
relevées chez les gerbilles exposées a I'ouabaine (rouge) sont similaires a celles obtenues
chez les gerbilles normoentendantes (noir). Ce résultat surprenant suggére que la disparition
des fibres a basse-AS n’affecte pas I'amplitude du PAC, et ce méme aux plus hauts niveaux
de stimulation. Ainsi, bien que les fibres a basse-AS du groupe contrdle soient recrutées par
ces hauts niveaux de stimulation, leur activité évoquée ne semble pas participer a I'amplitude

du PAC.
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Figure 4.4: Exploration fonctionnelle (produits de distorsion acoustiques et PAC) chez des animaux
contrdle (noir, n = 7) et exposés a de lI‘ouabaine (rouge, n = 7). A. Produits de distorsion acoustiques
entre 1 et 20 kHz reflétant I'activité des cellules ciliées externes. B. Seuils auditifs relevés de 2 a 32
kHz a partir des potentiels d'action composites (PAC). C-F. Amplitude N;-P; du PAC enregistré a 2, 4,
8, et 16 kHz en réponse a une bouffée tonale (1 ms de front de montée et de descente, 10 ms de
durée, 11 bouffées/s) présentée par pas de 5 dB jusqu'a 100 dB SPL.
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Ces résultats montrent que I'amplitude du PAC ne permet pas de détecter la perte de
fibores a basse-AS. Autrement dit, l'activité évoquée des fibres a basse-AS est mal

représentée par I'amplitude du PAC.

4.2.2. Contribution unitaire a la réponse synchrone

Pour comprendre pourquoi la disparition des fibres a basse-AS est indétectable a I'aide
du PAC, nous avons enregistré simultanément le PAC et I'activité d’une fibre (Wang, 1979,
Versnel et al., 1990). Pour ce faire, une électrode boule de platine était implantée dans la
niche de la fenétre ronde afin d'enregistrer le PAC et une microélectrode de verre était
introduite dans le nerf auditif, a sa sortie du conduit auditif interne, afin d'enregistrer I'activité
unitaire des fibres. Chaque fibre contactée était tout d'abord caractérisée fonctionnellement
par son activité spontanée (AS), son seuil d’activation (S) et sa fréquence caractéristique
(FC). Son activité unitaire et le PAC étaient ensuite enregistrés simultanément en réponse a
une bouffée tonale présentée a la fréquence caractéristique de la fibre. Le stimulus était

présenté a 500 reprises afin de moyenner les réponses obtenues.

La Figure 4.5A montre le PAC enregistré en réponse a une bouffée tonale présentée a
7127 Hz et 50 dB SPL. Cette réponse globale est composée d’une onde polyphasique
d’amplitude pic a pic égale a 80,6 uV en début de stimulation (réponse on) puis d’'une onde
polyphasique d’amplitude pic a pic égale a 6 uV aprés l'arrét de la stimulation (réponse off).
L'amplitude Ns-P; séparant les deux premiéres ondes de la réponse on refléte la forte
synchronisation des premiers potentiels d'action évoqués dans les fibres recrutées par la

stimulation.

La Figure 4.5B présente I'activité de la fibre (FC=7127 Hz, AS=50 PA/s, S=8 dB SPL)
en réponse a une bouffée tonale. La fibre a généré une série de 5 potentiels d'action (PA)
caractérisés dans le tracé par 5 signaux transitoires (d’amplitude ~2 mV). Dans les Figures
4.5A et 4.5B, la latence de I'onde N, du PAC et la latence du premier PA sont identiques.
Pour évaluer leur degré de synchronisation, les PA sont automatiquement détectés par
application d’une procédure de seuillage contrélée visuellement par I'expérimentateur (seuil

généralement fixé a 0,5 mV au-dessus du potentiel de base).
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Figure 4.5: Enregistrement simultané du PAC du nerf auditif (A) et de la réponse d’une fibre (B, C). A
et B: Le potentiel d'action composite (PAC) du nerf auditif (A) et les décharges d'une fibre (B) sont
enregistrés simultanément en réponse a une bouffée tonale (montée= descente= 0,5 ms, plateau= 9
ms, 11 présentations/s, 500 présentations) centrées sur la fréquence caractéristique de la fibre (FC=
7127 Hz, AS=50 PA/s). B. Les points rouges signalent les instants de détection des 5 potentiels d'action
(PA). C. Superposition des instants de détection relevés a chaque présentation de la stimulation.
Chaque point a pour abscisse I'instant de détection du PA et pour ordonnée, le numéro de I'itération
qui a déclenché ce PA.
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Les instants de détection sont ensuite présentés sous la forme d’'un nuage de points
dans lequel chaque point a pour abscisse l'instant de détection du PA et pour ordonnée, le
rang de la présentation qui a déclenché ce PA (Figure 4.5C). Avec ce type de stimulation
répétée, il est possible que la fibre n'ait pas le temps de récupérer son niveau d'activité
spontanée avant le début de chaque stimulation. C'est pourquoi nous parlerons d'activité
basale pour désigner l'activité asynchrone enregistrée avant le début de la stimulation. Peu
de temps aprés le début de la stimulation, la fibre génére un PA avec une latence
reproductible (~1,5 ms dans cet exemple) d’'une présentation a l'autre. Aprés ce premier PA
évoqué bien synchronisé, la fibre réduit et désynchronise son activité tout en gardant un taux
de décharge supérieur a son taux de décharge basal. A haut niveau de stimulation, la fibre
continue a présenter une activité évoquée pendant quelques millisecondes apreés l'arrét de la
stimulation (Zheng et al., 2011). Ensuite son activité chute puis récupére progressivement
(en quelques dizaines de millisecondes) une activité basale; ce mécanisme est désigné sous

le terme de récupération post-stimulation.

Les enregistrements simultanés présentés dans la Figure 4.5 montrent que le PAC
reflete la synchronisation des réponses unitaires en début de stimulation mais ne rend pas ou
peu compte des réponses unitaires asynchrones émises pendant la durée de la stimulation

(activité soutenue de la fibre).

Cet exemple n'est pas représentatif de toutes les réponses obtenues. En effet, la
latence de I'onde N4 du PAC et la latence du premier PA évoqué ne sont pas toujours égales
suivant 'AS de la fibre. La Figure 4.6 présente deux exemples d’enregistrements simultanés
réalisés pour une fibre a haute-AS et une fibre a basse-AS d'une méme préparation (méme
animal et méme électrode d'enregistrement). Le niveau de stimulation augmentait de 20 a 60
dB SPL par pas de 10 dB. L’analyse du PAC montre que 'amplitude de I'onde N4 augmente
avec le niveau de stimulation et que sa latence diminue. L’analyse des réponses unitaires
révéle le méme comportement avec une meilleure synchronisation des premiers PA évoqués

(points colorés) et une diminution de leur latence moyenne avec le niveau de stimulation.

La Figure 4.6A montre les enregistrements simultanés obtenus pour une fibre a haute
activité spontanée (50 PA/s) stimulée a sa fréquence de meilleure sensibilité (7127 Hz).
Lorsque le niveau de stimulation augmente de 20 a 60 dB SPL, la latence de 'onde N4 passe

de 2 a 1,445 ms, soit des valeurs similaires a celles de la latence moyenne du premier PA
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évoqué qui passe de 2,325 a 1,445 ms. Pour les plus hauts niveaux de stimulation, la bonne
synchronisation de ces réponses est mise en évidence par la superposition des points
colorés, représentant les instants de détection des premiers PA évoqués, et de la ligne

pointillée verticale, représentant la latence de I'onde N4 du PAC.
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Figure 4.6: Enregistrements simultanés (unitaire/CAP) en fonction du niveau de stimulation pour
une fibre a haute- (A) et basse-AS (B). Pour les enregistrements simultanés présentés en A (AS=50
PA/s, FC =7127 Hz, S=5 dB SPL) et B (AS=0,33 PA/s, FC =5656 Hz, S=20 dB SPL), les bouffées tonales
(montée=descente= 0,5 ms, plateau=9 ms, 11 présentations/s, 500 présentations) étaient présentées
a la FC de la fibre avec un niveau de stimulation progressant de 20 a 60 dB SPL par pas de 10 dB. La
latence de lI'onde N; du PAC est mise en évidence par une ligne pointillée verticale. Les instants de
détection des PA sont présentés sous la forme d’un nuage de points dans lequel chaque point a pour
abscisse I'instant de détection du PA et pour ordonnée, le numéro de I'itération qui a déclenché ce
PA. Le premier PA évoqué de chaque itération est mis en évidence par un point de couleur vive
(rouge, fibre a haute-AS ; vert : fibre a basse-AS).
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La Figure 4.6B présente un autre exemple d'enregistrements simultanés obtenus pour
une fibre a basse-AS (0,33 PA/s) stimulée a sa fréquence de meilleure sensibilité (5656 Hz).
Dans cet exemple, la latence moyenne du premier PA évoqué est plus élevée que la latence
de I'onde Ny du PAC (2,375 ms contre 1,545 ms a 60 dB SPL). Les premiers PA évoqués sont
peu synchronisés, et ce méme au plus haut niveau de stimulation présenté. Ce faible degré
de synchronisation des fibres a basse-AS pourrait donc expliquer pourquoi leur disparition,

aprés application d’ouabaine, n’a aucun effet sur I'amplitude du PAC.

Pour explorer cette hypothése, nous avons multiplié les enregistrements simultanés.
Les caractéristiques des fibres enregistrées (AS: 0-105 PA/s, FC: 500 — 21357 Hz, S: 0-45 dB
SPL) étaient conformes a celles décrites chez la gerbille (Schmiedt, 1989, Ohlemiller and
Echteler, 1990, Muller, 1996). Seules les fibres dont la FC était supérieure a 2 kHz (n = 106
fibres) ont été retenues pour étre comparée au PAC, évalué lui aussi au-dessus de 2 kHz

dans cette étude (Figure 4).

Tous les enregistrements simultanés ont été effectués en réponse a une bouffée tonale
(montée=descente=0,5 ms, plateau=9 ms, 11 présentations/s, 500 présentations) émise a 80
dB SPL. Ce niveau de stimulation a été choisi afin de permettre le recrutement des fibres a
bas et a haut seuil d'activation (soit les fibres a haute- et a basse-AS, respectivement). Le
PAC et les réponses unitaires étant enregistrés simultanément, leurs latences étaient
impactées de la méme fagon par les conditions de stimulation (niveau, intervalle inter-
stimulation, temps de montée, (Rhode and Smith, 1985, Relkin and Doucet, 1991, Heil and
Irvine, 1997) et par le temps de propagation de l'onde le long de la cochlée (onde propagée).
Ainsi, quelle que soit la fibre enregistrée, sa contribution au PAC est avant tout traduite par le
délai observé entre ses premiers PA évoqués et I'onde N; du PAC. C'est donc ce délai que

nous avons pris en compte pour I'analyse des résultats.

Deux approches ont été utilisées pour analyser les résultats. La premiére consiste a
évaluer la latence et la dispersion temporelle du premier PA évoqué par la stimulation (Buran
et al., 2010, Furman et al., 2013), tandis que la seconde approche modélise la contribution

unitaire de la fibre au PAC (Goldstein and Kiang, 1958).

La Figure 4.7 illustre ces deux approches sur 3 exemples représentatifs de fibres a
basse-, moyenne- et haute-AS. Dans ces exemples, l'instant d'occurrence de I'onde N, du

PAC (Figure 4.7A) est comparé aux propriétés temporelles des réponses unitaires (Figure
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4.7B-E). La premiére approche utilisée pour étudier la réponse synchrone des PA évoqués
ne prend en compte que le 1 PA évoqué a chaque présentation de la stimulation. Les
nuages de points de la Figure 4.7B présentent les instants de détection des PA émis au
cours des 6 premiéres millisecondes aprés le début de la stimulation. Chaque point a pour
abscisse l'instant de détection du PA et pour ordonnée, le numéro de l'itération qui a
déclenché ce PA. Sur ces nuages de points, le 1°" PA évoqué de chaque itération est mis en
évidence par un point de couleur vive tandis que l'instant de détection de I'onde N4 du PAC
est indiqué par une ligne verticale pointillée (Figure 7A). Les 3 exemples représentatifs
montrés dans cette figure correspondent aux réponses obtenues pour une fibre a basse-
(AS<0,1 PA/s, FC=4 kHz), moyenne- (AS=3 PA/s, FC=4,237 kHz), et haute-AS (AS=50 PA/s,
FC=7,127 kHz).

Dans ces exemples, le positionnement des points colorés par rapport a la ligne
pointillée verticale montre que le 1°" PA évoqué de la fibre a haute-AS (rouge) est bien
synchronisé avec I'onde Ny du PAC, tandis que le 1°" PA évoqué de la fibre a basse-AS (vert)
est retardé et peu synchronisé par rapport a I'onde N; du PAC. Le 1* PA évoqué de la fibre a
moyenne-AS (bleu) présente un profil intermédiaire avec une moins bonne synchronisation
que la fibre a haute-AS, mais une activation plus rapide et mieux synchronisée que la fibre a

basse-AS.

Pour quantifier ces observations, nous avons construit I'histogramme de latence du 1
PA évoqué (Figure 4.7C, FSLH: "First Spike Latency Histogram") représentant le
pourcentage de 1% PA contenus dans chaque intervalle temporel de 100 us. Cet
histogramme permet d'étudier le retard et la dispersion temporelle du 1* PA évoqué. Une
bonne synchronisation des réponses se traduit par un histogramme étroit et ample, comme
celui obtenu pour la fibre a haute-AS, tandis qu'une mauvaise synchronisation des réponses
donne lieu a un histogramme plus large et de faible amplitude, comme celui obtenu pour la
fibore a basse-AS. La dispersion temporelle a été quantifiée en calculant I'écart-type de la
latence du 1°" PA évoqué (FSL jitter). D'autre part, le retard du 1°" PA évoqué a été quantifié
en calculant l'intervalle de temps séparant I'onde N; (ligne pointillée verticale) et le mode du
FSLH (pic de I'histogramme de latence du 1° PA évoqué). Tandis que cet intervalle de temps
est trés court pour la fibre a haute-AS (45 ps), il est nettement plus long pour la réponse

retardée de la fibre a basse-AS (505 ps).
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Figure 4.7: Contribution des réponses unitaires au PAC du nerf auditif. A et B: Le potentiel d'action
composite du nerf auditif (PAC) et les potentiels d'action (PA) d'une fibre sont enregistrés
simultanément en réponse a une bouffée tonale (montée=descente=0,5 ms, plateau=9 ms, 11
présentations/s, 500 présentations, 80 dB SPL) centrée sur la fréquence caractéristique de la fibre
(FC). Ces trois exemples présentent les réponses obtenues pour une fibre a basse (< 0,5 PA/s),
moyenne (0,5<AS<18 PA/s), et haute (>18 PA/s) activité spontanée (AS). La ligne pointillée verticale
indique la latence de I'onde N; du PAC (A). Les instants de détection des décharges de la fibre sont
représentés par des points de couleur pale (B) tandis que le premier potentiel d'action évoqué est mis
en évidence par un gros point de couleur vive. C: Histogramme de latence des 1°" PA évoqués (FSLH:
First Spike Latency Histogram) indiquant le pourcentage de 1*" PA obtenus dans chaque intervalle de
temps de 100 ps. D: Histogramme temporel de décharge (PSTH: Peri-Stimulus Time Histogram)
indiquant le nombre de PA apparus dans chaque intervalle de temps de 20 ps. Encart: onde amortie
représentant la forme d’onde extracellulaire d'un PA enregistré depuis la niche de la fenétre ronde
(Prijs, 1986). E: Contribution de la réponse unitaire de la fibre au PAC (PAU: Potentiel d'Action
Unitaire) modélisée par convolution du PSTH (D) et de I'onde amortie (encart dans D) selon la
méthode proposée par (Goldstein and Kiang, 1958).
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Evalués sur 106 fibres, ces paramétres d'étude du 1°" PA évoqué sont représentés en
fonction de I'activité spontanée (Figures 4.8A,B) et de la fréquence caractéristique (Figures
4.8E,F) des fibres étudiées. Comme le suggéraient les exemples représentatifs exposés dans
la Figure 4.7, la latence et le degré de synchronisation du 1 PA évoqué dépendent
significativement du niveau d'activité spontanée de la fibre. L'effet observé sur l'intervalle de
temps séparant I'onde N, et le mode du FSLH (Figure 4.8A), montre que le premier PA
évoqué des fibres a basse-AS est significativement retardé (retard moyen de 665 + 49 ps
contre 360 + 30 ps pour les fibres & haute-AS, p < 0,001). A ce retard s'ajoute une mauvaise
synchronisation en début de stimulation, comme le révéle I'effet observé sur I'écart-type de la
latence du 1°" PA évoqué (FSL jitter, Figure 4.8B), avec un écart-type moyen de 967 + 92 us
pour les fibres a basse-AS contre 545 + 38 us pour les fibres a haute-AS (p < 0,001).

L'étude de ces paramétres en fonction de la fréquence caractéristique des fibres ne

révéle aucun effet significatif (Figures 4.8E et 4.8F, Tableau 4.1).

Les résultats obtenus avec cette premiére approche montrent que le 1* PA évoqué des
fibres a basse-AS est moins bien synchronisé, et plus retardé par rapport a I'onde N, du PAC,
que le 1% PA évoqué des fibres a haute-AS. Le 1% PA évoqué des fibres a moyenne-AS

présente une cinétique d'activation intermédiaire.

Dans la deuxiéme analyse utilisée, tous les PA émis par la fibre ont été pris en compte.
A partir du nombre de PA détectés dans chaque intervalle de temps de 20 ps (période
d'échantillonnage du PAC), nous avons construit I'histogramme temporel de décharge de
chaque réponse unitaire (PSTH: Peri-Stimulus Time Histogram). La Figure 4.7D présente les
PSTH des trois fibres de la Figure 4.7. Le PSTH de la fibre a haute-AS (rouge) présente un
pic d'amplitude bien synchronisé avec I'onde Ny du PAC. La forte ressemblance entre le pic
du PSTH et le FSLH suggeére que ce pic représente essentiellement la distribution du 1° PA

évoqué.

Juste aprés ce pic d'amplitude, la forte diminution de l'activité de la fibre refléte
probablement la période réfractaire absolue de la fibre. Le taux de décharge de la fibre atteint
ensuite un taux de décharge soutenu correspondant a la génération asynchrone et continue
de PA pendant la durée de la stimulation. Le PSTH de la fibre a basse AS (vert) est retardé

par rapport a I'onde N, et de faible amplitude en début de réponse. Cette faible amplitude
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refléte la faible synchronisation du 1 PA évoqué. Le PSTH de la fibre a moyenne AS (bleu)
présente des caractéristiques intermédiaires, avec une réponse peu retardée par rapport a
I'onde Ny, mais une faible amplitude en début de réponse. A partir de ces PSTH, nous avons
utilisé la méthode proposée par (Goldstein and Kiang, 1958), pour modéliser la contribution

de chaque réponse unitaire au PAC (Figure 4.7E, PAU: Potentiel d'Action Unitaire).

La modélisation des Potentiels d'Action Unitaires (PAU, Figure 4.7E) prend en compte
les résultats de (Prijs, 1986) et (Versnel et al., 1992) montrant que chaque PA généré par une
fibre contribue a l'activité cochléaire sous la forme d'une onde amortie (encart dans la
Figure 4.7D) d'égale amplitude et d'égale latence quelle que soit son activité spontanée et sa

fréquence caractéristique.

C'est en convoluant cette onde amortie (encart dans la Figure 7D) avec le PSTH de
chaque réponse unitaire (Figure 7D) que la méthode proposée par Goldstein et Kiang (1956)
modélise la contribution de chaque réponse unitaire au PAC. Les PAU ainsi obtenus (Figure
4.7E) permettent de définir de nouveaux paramétres d'étude de la réponse unitaire: le délai
de la réponse unitaire par rapport a I'onde Ny du PAC peut étre évaluée a travers l'intervalle
de temps compris entre I'onde N4 du PAC et I'onde N4 du PAU, tandis que la synchronisation

de la réponse unitaire peut étre étudiée a partir de I'amplitude du PAU.

Evalués sur les 106 enregistrements simultanés, ces paramétres sont représentés en
fonction de I'activité spontanée (Figures 4.8C,D) et de la fréquence caractéristique (Figures
4.8G,H) des fibres étudiées (Tableau 4.1). A nouveau, seule I'activité spontanée des fibres a
un effet significatif sur les parameétres étudiés. En début de stimulation, les fibres a basse-AS
se distinguent par leur réponse retardée (848 + 93 us contre 465 + 32 ys pour les fibres a
haute AS, p<0,001) et de faible amplitude (17,4 £ 1,6 nV contre 35,4 + 1,5 nV pour les fibres
a haute AS, p<0,001).
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Figure 4.8: Degré de synchronisation des fibres (n = 106) en fonction de leur activité spontanée (A-
D) et de leur fréquence caractéristique (E-H). Les couleurs correspondent aux fibres a basse (< 0,5
PA/s), moyenne (0,5<AS<18 PA/s) et haute (>18 PA/s) activité spontanée (AS). Les lignes pointillées
verticales mettent en évidence les différents groupes de fibres correspondant aux quantifications
(moyenne * erreur standard) présentées sur le graphique de droite. Une droite d'ajustement oblique
est superposée aux nuages de points lorsqu'un effet significatif est démontré (Anova a un facteur et
procédure de comparaisons multiples, ***: p < 0,001, **: p < 0,01). A, E: Intervalle de temps entre
I'onde N; du PAC et le mode du FSLH (First Spike Latency Histogram) en fonction de l'activité
spontanée (A) et de la fréquence caractéristique (E) de la fibre. Seule I'activité spontanée de la fibre a
un effet significatif sur la latence du premier PA évoqué (modéle d'ajustement: y (ms)= 0,58 - 0,14 log
(AS)). B, F: Ecart type du FSLH (First Spike Latency Histogram) en fonction de I'activité spontanée (B) et
de la fréquence caractéristique (F) de la fibre. Seule l'activité spontanée de la fibre a un effet
significatif sur la synchronisation du premier PA évoqué (modeéle d'ajustement: y (ms) = 0,82 - 0,19 log
(AS)). C, G: Intervalle de temps compris entre I'onde N, du PAC et I'onde N; du PAU (Potentiel d'Action
Unitaire) en fonction de I'activité spontanée (C) et de la fréquence caractéristique (G) des fibres. Seule
I'activité spontanée de la fibre a un effet significatif sur la latence de la réponse unitaire (modele
d'ajustement: y (ms) = 0,72 - 0,17 log (AS)). D, H: Amplitude N;P; du PAU en fonction de l'activité
spontanée (D) et de la fréquence caractéristique (H) des fibres. Seule I'activité spontanée de la fibre a
un effet significatif sur I'amplitude de la réponse (modéle d'ajustement: y (nV) = 22,1 + 7,8 log (AS)).
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Tableau 4.1: Moyennes et erreurs standards des données présentées dans la Figure 4.8. Ces
parameétres sont évalués a partir d'enregistrements simultanés (106 fibres). Les fibres sont

regroupées selon leur niveau d'activité spontanée (AS) et leur fréquence caractéristique (FC).

Délai Ecart-type FSLH Délai Amplitude N4.P4
N4 PAC - FSL = Jitter FSL N, PAC - N; PAU duPAU
Basse- AS (n=30) 665149 us 967 £ 92 us 848 + 93 us 174+1.6 nV
Moyenne- (n=22) 518 £62 us 664 £ 65 us 569 £ 56 us 23,3+1.8nV
Haute- AS (n = 54) 360 £ 30 us 545 £ 38 us 465 + 32 us 354+1.5nV
FC<4kHz (n=46) 53340 ps 739 £ 60 ps 633 + 37 s 28,3+1.7nV
FC >4 kHz (n=60) 438 + 36 ps 651 + 51 us 566 + 58 us 274 +1.8nV

4.3. Activité soutenue des fibres du nerf auditif

Le manque de sensibilité de la réponse synchrone étant expliqué par la réponse
retardée et désynchronisée des fibres a basse-AS en début de stimulation, nous nous

sommes intéressés a I'activité soutenue des fibres du nerf auditif.

4.3.1. Contribution unitaire a I'activité soutenue

Pour comparer la contribution des fibres a basse- et a haute-AS a la réponse soutenue
du nerf auditif, nous avons analysé les réponses unitaires soutenues (n = 160 fibres)
évoquées par une bouffée tonale de 50 ms présentée a la FC de la fibre (enveloppe
trapézoidale, montée=descente=1 ms, plateau=48 ms, 10 présentations/sec, 50
présentations/niveau). La Figure 4.9A présente les réponses d’une fibre a basse- (vert) et a

haute-AS (rouge) pour un niveau de stimulation allant de 0 a 80 dB SPL par pas de 8 dB.

Nous avons mesuré le taux de décharge soutenu de ces fibres pendant les 20
derniéres millisecondes de la stimulation (lignes pointillées verticales sur la Figure 4.9A) et
nous lI'avons exprimé en fonction du niveau de stimulation (Figure 4.9B). Pour un niveau de

stimulation donné, la réponse évoquée de chaque fibre correspond a la différence entre son
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taux de décharge soutenu et son taux d'activité spontanée (fleches sur la Figure 4.9B). Cette
réponse évoquée a été mesurée a 60 et 80 dB SPL, pour les 160 fibres enregistrées. A ces
deux niveaux de stimulation, aucune différence significative n'est observée entre les fibres a

basse- et a haute-AS (Figure 4.9C).
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Figure 4.9: Contribution unitaire a la réponse soutenue. Cette étude est réalisée a partir des
réponses unitaires (n = 160 fibres) enregistrées en réponse a une bouffée tonale de 50 ms présentée
a la fréquence caractéristique de la fibre (enveloppe trapézoidale, montée=descente=1 ms, 10
présentations/sec, 50 présentations/niveau). A. Réponses unitaires d'une fibre a basse-AS (vert, AS=0
PA/s) et d'une fibre a haute-AS (rouge, AS=20 PA/s) pour des niveaux de stimulation allant de 0 a 80
dB SPL par pas de 8 dB. Le premier PA évoqué par chaque présentation de la stimulation est mis en
évidence par un gros point de couleur vive. Les lignes pointillées verticales mettent en évidence les
20 derniéres millisecondes du plateau de la stimulation, pendant lesquelles le taux de décharge
soutenu est mesuré. B. Représentation du taux de décharge soutenu des fibres présentées en (A) en
fonction du niveau de stimulation. La courbe d'ajustement appliquée aux points de mesure
correspond a un modeéle sigmoidal inspiré de (Sachs and Abbas, 1974). A 60 et 80 dB SPL, la réponse
évoquée des fibres est calculée a partir de la différence entre leur taux de décharge soutenu (évalué
a partir de la courbe d'ajustement) et leur taux d'activité spontané (AS). C. Réponse soutenue
évoquée a 60 et 80 dB SPL (n = 160 fibres). Aucune différence significative n'est observée entre les
fibres a basse- et a haute-AS (Test de Student, p > 0,05).
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Ce résultat est trés intéressant car il suggére qu'a 60 dB SPL, les fibres a basse- et a
haute-AS contribuent a part égale a la réponse soutenue du nerf auditif. Notons que de 60 a
80 dB SPL, I'activité évoquée des fibres a basse-AS continue globalement a progresser (de
160 £ 11 PA/s a 180 £ 10 PA/s, n = 42), tandis que l'activité évoquée des fibres a haute-AS
semble saturer (164 £ 5 PA/s 4 60 dB SPL, et 166 £ 5 PA/s a 80 dB SPL, n = 118).

Ces résultats préliminaires suggérent donc que contrairement a la réponse synchrone
du nerf auditif, qui refléte surtout I'activité des fibres a haute-AS, la réponse soutenue du nerf

auditif pourrait mieux rendre compte de l'activité de I'ensemble des fibres auditives.

Ces résultats nous ont encouragés a développer une mesure électrophysiologique

permettant d'étudier la réponse soutenue du nerf auditif.

4.3.2. Réponse soutenue du nerf auditif

Pour mesurer l'activité soutenue des fibres du nerf auditif en potentiel de champ
lointain, nous avons utilisé la méthode proposée par Dolan et ses collaborateurs (Dolan et
al., 1990). Cette approche présente l'avantage d’étre transposable a 'homme a l'aide
d’enregistrements trans-tympaniques (Electrocochléographie-ECoG). Initialement mise au
point chez le cochon d’inde, cette technique a été utilisée pour le monitoring de l'activité
spontanée (Cazals et al., 1998) et évoquée du nerf auditif (Cazals and Huang, 1996).
Contrairement a l'analyse de la réponse synchrone, menée dans le domaine temporel,

'analyse de la réponse soutenue est conduite dans le domaine fréquentiel.

Pour commencer, nous avons donc étudié les composantes fréquentielles de I'activité
cochléaire en représentant la densité spectrale de puissance (DSP) du signal enregistré au
contact de la cochlée (électrode boule implantée dans la niche de la fenétre ronde de gerbille
comme pour le PAC). La Figure 4.10 présente I'activité cochléaire spontanée de 30 gerbilles
contrOles. Les courbes individuelles sont caractérisées par une décroissance rapide de la
DSP entre 0 et 398 + 64 Hz (moyenne + écart type), suivie d'une augmentation d'amplitude
jusqu’a 903 + 88 Hz, puis d'une diminution lente et linéaire au-dela de 903 Hz avec une

pente proche de -5 dB/kHz.
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Figure 4.10 : Densité spectrale de puissance (DSP) de I'activité spontanée enregistrée au contact de
la cochlée. Les 30 traces grises correspondent aux DSP enregistrées chez 30 gerbilles
normoentendantes en |'absence de stimulation acoustique. Elles sont toutes caractérisées par un
déme centré autour de 900 Hz. Sur chaque courbe, le petit point bleu correspond au creux précédant
le ddome. L’anneau bleu désigne la position moyenne des 30 points bleus. L’abscisse et I'ordonné de ce
point indiquent respectivement une fréquence moyenne de 398 * 94 Hz et une amplitude moyenne
de -24,03 £ 1,32 dBuV/VHz. Les petits points rouges indiquent la position du dome pour les 30 DSP
individuelles et I'anneau rouge représente la position moyenne du déme. L’abscisse et I'ordonné de
I'anneau indiquent une fréquence moyenne de 903 + 88 Hz avec une amplitude moyenne de -21,70
1,21 dBuV/VHz. Notons que la cassure de pente dans la diminution de la densité de puissance a partir
de 3500 Hz n’est pas physiologique. Elle est liée au filtre anti-repliement appliqué en amont de la
numérisation des signaux afin de respecter le théoreme de Shannon. Dans cette Iégende, les valeurs
numeériques sont indiquées par (moyenne * écart type).

Comme démontré chez le cochon d'inde (Dolan et al., 1990, McMahon and Patuzzi,
2002, Patuzzi et al., 2004, Searchfield et al., 2004), nous avons postulé que le dbme spectral
observé autour de 900 Hz chez la gerbille refléte I'activité des fibres du nerf auditif. Pour

tester cette hypothése nous avons procédé en deux étapes.
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Tout d'abord, nous avons progressivement augmenté l'activité des fibres du nerf auditif
en exposant I'animal a une bande de bruit tiers d'octave présentée de 0 a 60 dB SPL. La
Figure 4.11A montre les DSP obtenues chez une gerbille contréle en réponse a une bande
de bruit centrée sur 2 kHz. Au sein de la fenétre d'analyse spectrale choisie (0 - 4 kHz), deux
composantes spectrales progressent avec le niveau de stimulation: une composante centrée
sur le 900 Hz et une composante centrée sur la fréquence de stimulation (2 kHz pour cet
exemple). Pour démontrer que la gradation du déme spectral centré sur 900 Hz refléte
I'activité soutenue des fibres du nerf auditif, nous avons ensuite appliqué une solution de

tétrodotoxine (TTX) dans la niche de la fenétre ronde de la cochlée.
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Figure 4.11 : Origine du dome spectral enregistré au contact de la cochlée. A. Superposition des
densités spectrales de puissance (DSP) enregistrées en réponse a une bande de bruit tiers d’octave
centrée sur 2 kHz et présentée de 0 a 60 dB SPL par pas de 10 dB. Chaque tracé est moyenné pendant
20 secondes afin d'obtenir une DSP lissée et stabilisée. Le dome spectral se grade avec le niveau de
stimulation ainsi qu'une deuxieme composante correspondant a la bande fréquentielle de
stimulation. B et C. DSP enregistrées aprés application d'une solution de tétrodotoxine (TTX) sur la
membrane de la fenétre ronde. Aprées application d'une faible concentration (1 uM, 30 mn) la TTX
diminue I'amplitude du dome spectral (fleche rouge) et réduit son activité évoquée (B). L'application
d'une seconde concentration plus élevée (3 UM, 30 mn) fait disparaitre le dome spectral (C). Seule la
composante microphonique correspondant a la bande fréquentielle de stimulation continue a se
grader avec le niveau de stimulation.

En bloquant sélectivement les canaux sodium voltage-dépendants, la TTX empéche
linitiation des potentiels d'action dans les fibres du nerf auditif (McMahon and Patuzzi, 2002).
Comme le montre la Figure 4.11B, l'application d'une faible concentration de TTX (1 uyM
pendant 30 mn) affecte peu le déme a 900 Hz. En revanche, I'application 30 minutes plus

tard d'une solution plus concentrée de TTX (3 uM pendant 30 mn) abolit complétement le
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doéme centré sur le 900 Hz, sans altérer la composante centrée sur le 2 kHz (Figure 4.11C).
Cette derniére composante, centrée sur la fréquence de stimulation, reflete le potentiel
récepteur des cellules ciliées (principalement externes). Il s’agit donc du potentiel

microphonique.

Cette expérience démontre donc, comme chez le cochon d'inde, que le ddme centré
sur 900 Hz est d'origine neurale et reflete l'activité des fibres du nerf auditif. Cette
composante spectrale pourrait étre liée a la forme donde des potentiels d’action
extracellulaires observée en champ lointain depuis la niche de la fenétre ronde (Prijs, 1986,

Versnel et al., 1992).

Pour étudier les réponses soutenues des fibres réparties le long de la cochlée, nous
avons enregistré I'activité évoquée par des bandes de bruit tiers d'octave centrées sur des
fréquences allant de 2 a 25 kHz (Figure 4.12). Pour chacune de ces bandes de bruit, 7

niveaux de stimulation étaient testés (de 0 a 60 dB SPL par pas de 10 dB).

Pour isoler spécifiguement I'activité évoquée par la stimulation, nous avons soustrait la
DSP enregistrée a 0 dB SPL (estimation raisonnable de I'activité spontanée) aux DSP
obtenues a plus hauts niveaux de stimulation. (Figure 4.13). La soustraction des DSP
enregistrées a 0 dB SPL a pour avantage déliminer toutes les composantes
électrophysiologiques indépendantes du niveau de stimulation (myogramme, rythme
cardiaque, activité du nerf facial et du nerf vestibulaire) pour ne garder que les composantes
répondant au son. |l est alors facile de séparer la composante neurale, localisée au-dessous

de 2 kHz, de la composante microphonique, centrée sur la fréquence de stimulation.

Cependant, pour les fréquences de stimulation (Fc) inférieures a 3,15 kHz, la
composante microphonique se rapproche de la réponse neuronale. Nous avons alors décidé
de placer la limite entre les réponses neurale et sensorielle a une %2 octave au-dessous de la
fréquence de stimulation (soit Fc/N2). La Figure 4.14 illustre sur un exemple représentatif
cette délimitation entre composante neurale (surface bleue) et composante sensorielle

(surface grise).
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Figure 4.12: Densité spectrale de puissance (DSP) de I'activité cochléaire évoquée. Chaque
graphique présente la superposition des DSP de I'activité cochléaire enregistrée en réponse a une
bande de bruit tiers d’octave présentée pendant 20 secondes, de 0 a 60 dB SPL par pas de 10 dB
(fréquence centrale de stimulation indiquée en bleu au-dessus de chaque graphique). Ce type de
représentation met en évidence la gradation du dome neural avec le niveau acoustique de
stimulation. Pour les fréquences centrales de stimulation inférieures a 8 kHz, la fenétre d'analyse
spectrale choisie (0-4 kHz) laisse apparaitre la composante microphonique, dont la bande
fréquentielle correspond a la bande fréquentielle de stimulation. Notons que la cassure de pente
parfois visible a partir de 3500 Hz n’est pas physiologique, elle est liée au filtre d'acquisition anti-
repliement.
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Figure 4.13: Courbes de gain d'activité (dB) reflétant I'activité évoquée par les différentes
stimulations acoustiques. Ces résultats sont obtenus a partir des DSP enregistrées chez une gerbille
(figure 10) en soustrayant la DSP enregistrée a 0 dB SPL (dBuV/VHz) aux DSP enregistrées a plus hauts
niveaux de stimulation acoustique (dBuV/VHz). Ces gains d'activité (dB) permettent d'isoler |'activité
évoquée par des bandes de tiers d'octave présentées de 10 a 60 dB SPL par pas de 10 dB pendant 20
secondes (fréquence centrale de stimulation indiquée en bleu au dessus de chaque graphique.

Pour convertir la réponse neurale en une valeur numérique, nous avons calculé la
surface de la réponse neurale (surfaces bleues de la Figure 4.14) pour chaque fréquence et
chaque niveau testé. Menée sur un échantillon de 10 gerbilles contréles, cette analyse nous
a alors permis de construire les courbes iso-niveau présentées dans la Figure 4.15A. Cette
représentation est trés intéressante car elle met en évidence des différences de progression

le long de I'axe tonotopique. De 0 a4 40 dB SPL, les réponses neurales sont plus amples dans
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les basses fréquences. En effet, a bas niveau de stimulation, le pic d’amplitude est d'abord
centré sur le 4 kHz (fréquence de meilleure sensibilité de la gerbille), puis il se décale vers le
2,5 kHz a 40 dB SPL. Au contraire, au dela de 40 dB SPL, les réponses neurales progressent
plus rapidement dans les hautes fréquences. A 60 dB SPL, les réponses neurales obtenues
le long de I'axe tonotopique présentent une forme bimodale avec un premier mode autour de

2,5 kHz et un second mode autour de 12,5 kHz.
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Figure 4.14: Etude des composantes fréquentielles de la réponse neurale évoquée. 1% ligne:
superposition des DSP de I'activité cochléaire enregistrée pendant I'émission de bandes de bruit tiers
d'octave, présentées de 0 a 60 dB SPL par pas de 10 dB (fréquence centrale de stimulation indiquée
en bleu au-dessus de chaque graphique). 20me ligne: Courbes de gain d'activité obtenues en
soustrayant la DSP enregistrée a 0 dB SPL aux DSP enregistrées a plus hauts niveaux de stimulation.
Les composantes microphoniques, reflétant I'activité des cellules ciliées, sont représentées en gris,
tandis que les composantes neurales étudiées, reflétant I'activité évoquée des fibres auditives, sont
représentées en bleu. Pour les fréquences centrales de stimulation (Fc) supérieures ou égales a 3,15
kHz, les composantes neurales sont étudiées entre 0 et 2 kHz, tandis que pour les fréquences
centrales de stimulation inférieures a 3,15 kHz, cette fenétre d'étude est réduite entre 0 et Fc/V2 afin
de ne pas considérer les composantes microphoniques centrées sur Fc.
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Pour interpréter ces résultats, nous avons postulé que I'évolution de la réponse neurale
pouvait refléter I'activation progressive des fibres avec le niveau de stimulation. En effet, les
niveaux faibles pourraient recruter sélectivement les fibres a bas seuil (C’est a dire les fibres a
haute-AS), et la progression observée a plus haut niveau pourrait traduire le recrutement des

fibres a plus haut seuil (c'est a dire les fibres a moyenne- et basse-AS).

Pour tester cette hypothése, nous avons analysé les données des fibres enregistrées
chez des gerbilles contrdles (n = 637 fibres). Pour ce faire, nous avons d’abord représenté
I'AS de ces fibres en fonction de leur fréquence caractéristique (Figure 4.15B), puis nous
avons calculé la distribution cumulée des fibres a haute-, moyenne-, et basse-AS dans
chaque bande d'octave (Figure 4.15D) pour simuler le recrutement progressif des trois

classes de fibres avec le niveau de stimulation.

Les courbes obtenues reproduisent la progression des réponses neurales (Figure
4.15C). Ainsi, a 40 dB SPL, la distribution des réponses neurales le long de la cochlée est
similaire a la distribution cumulée de I'ensemble des fibres a haute-AS (surfaces rouges,
Figures 4.15C-D). En ajoutant la distribution des fibres a moyenne-AS, on retrouve des
similitudes avec la progression des réponses neurales observées a 50 dB SPL (surfaces
bleues, Figures 4.15C-D) et pour finir, en ajoutant la distribution des fibres a basse-AS, on
retrouve l'allure des réponses neurales observées a 60 dB SPL (surfaces vertes, Figures

4.15C-D).

Ces résultats suggérent que I'analyse de la réponse soutenue du nerf auditif, suivant la
méthode présentée ici, rend bien compte de la présence des fibres a basse-AS. Etudiée le
long de I'axe tonotopique, la réponse soutenue semble refléter la proportion de fibres a haute-,

moyenne- et basse-AS le long de la cochlée.

Pour s’assurer que la réponse soutenue ainsi étudiée rend bien compte de I'activité des
fibres & basse-AS, nous avons ensuite analysé, suivant la méme technique, les réponses

obtenues chez des gerbilles traitées avec 33 uM d’oubaine (n=10 gerbilles).
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Figure 4.15: Origine de I'amplitude de la réponse neurale. A: Réponse soutenue des fibres du nerf
auditif en fonction de la fréquence et du niveau de stimulation. Chaque courbe représente la réponse
neurale obtenue a un niveau de stimulation fixe (de 10 a 60 dB SPL) pour les différentes bandes
fréquentielles testées (bandes de tiers d'octave centrées de 2 a 32 kHz). Ces réponses neurales
(moyenne + erreur standard, n=10 gerbilles) ont été évaluées en calculant la surface correspondant
aux composantes neurales (Figure 14). B. Activité spontanée des fibres contréles (n=637) en fonction
de leur fréquence caractéristique. Les lignes pointillées verticales délimitent les bandes d'octave, et
les lignes pointillées horizontales démarquent les fibres a haute (>18 PA/s; rouge), moyenne (0,5-18
PA/s; bleu) et basse (<0,5 PA/s; vert) activité spontanée. C. Réponse soutenue des fibres du nerf
auditif en fonction de la fréquence et du niveau de stimulation (méme données que dans la figure A).
Les réponses obtenues a bas niveaux de stimulation (<40 dB SPL) sont représentées en rouge. Tandis
que les gradations obtenues a hauts niveaux de stimulation sont représentées en bleu (50 dB SPL) et
en vert (60 dB SPL). D. Distribution cumulée des fibres par bande d'octave en allant des fibres a haute-
AS vers les fibres a basse-AS.
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Figure 4.16: Détection de la perte de fibres le long de I'axe tonotopique. Réponse soutenue des
fibres du nerf auditif en fonction de la fréquence et du niveau de stimulation pour des gerbilles
controles (A, n=10) et des gerbilles exposées a I'ouabaine (B, n=10). Chaque courbe correspond aux
réponses neurales obtenues a un niveau de stimulation donné (de 10 a 60 dB SPL) pour les différentes
bandes fréquentielles testées (bandes de tiers d'octave centrées de 2 a 20 kHz). Ces réponses
neurales ont été évaluées en calculant la surface correspondant aux composantes neurales (Figure
4.14). A 60 dB SPL, la comparaison entre les valeurs obtenues chez les gerbillles contréles (A, courbe
bleue) et chez les gerbilles exposées a |'ouabaine (B, courbe rouge) met en évidence une différence
significative dans les hautes fréquences (**: p<0,01 pour Fc210 kHz, Wilcoxon rank sum test).

Tandis qu'a 60 dB SPL, chez les gerbilles contrdles (Figure 4.16A, courbe bleue), la
distribution des réponses neurales est bimodale; aprés exposition a I'ouabaine (Figure 4.16B,
courbe rouge), la disparition du mode centré sur 12,5 kHz (p < 0,01) traduit la disparition des
synapses dans les hautes fréquences (Figure 4.17).Tandis que les réponses neurales
obtenues a bas niveau de stimulation sont similaires chez les deux groupes (autour de 2 dB x
kHz entre 8 et 16 kHz), la diminution des réponses obtenues a haut niveau de stimulation,

chez le groupe ouabaine, traduit la disparition des fibres a basse-AS.

Ces résultats montrent que l'analyse de la réponse soutenue du nerf auditif permet de
détecter et de localiser la perte de fibres auditives. Les diminutions d'amplitude obtenues
dans ce modéle de perte modérée de synapses démontrent la grande sensibilité de cette

nouvelle mesure.
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Figure 4.17: Comparaisons anatomo-fonctionnelles. A. Nombre moyen de synapses par CCl calculé
pour chaque bande d'octave comprise entre 0,5 et 32 kHz (réplique de la Figure 4.1H). B. Réponses
neurales obtenues a 60 dB SPL chez des gerbilles normoentendantes (noir, n=10) et exposées a
I'ouabaine (rouge, n=10). Cf. Figure 4.16.

4.3.3. Comparaison entre réponses synchrones et soutenues

Pour clore cette troisiéme partie et démontrer que la réponse soutenue du nerf auditif
rend mieux compte de l'activité des fibres a basse-AS que le PAC, nous avons appliqué ces 2
techniques a un lot de gerbilles traitées avec 33 yM d’ouabaine (n = 5). La Figure 4.18A
montre un exemple représentatif de PAC enregistrés a 16 kHz chez une gerbille avant (tracés
noirs) et une semaine aprés exposition a 33 uM d'ouabaine (tracés rouges), pour des niveaux
de stimulation allant de 20 a 60 dB SPL par pas de 10 dB. Conformément aux résultats
obtenus dans la premiére partie des résultats (section 4.2.1), 'amplitude N4-P; du PAC n’est
pas affectée par la disparition des fibres a basse activité spontanée (Figure 4.18B, p > 0,5).
En revanche la réponse soutenue du nerf auditif, enregistrée chez les mémes animaux aux
mémes moments, chute d'un facteur 2 chez le groupe ouabaine au dela de 30 dB SPL en
raison de la perte des fibres a basse-AS (Figures 4.18C-D, p < 0,01). Cette analyse
comparative montre clairement que la réponse soutenue du nerf auditif rend mieux compte

de la perte des fibres a basse-AS que I'amplitude du PAC.
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Figure 4.18: Réponses synchrones et soutenues des fibres du nerf auditif enregistrées a partir des
potentiels cochléaires avant (noir) et une semaine apres exposition a 33 uM d'ouabaine (rouge). A.
Exemple représentatif des potentiels d'action composites (PAC) du nerf auditif enregistrés chez une
gerbille avant (noir) et une semaine apres exposition a I'ouabaine (rouge). Ces PAC sont enregistrés en
réponse a des bouffées tonales (1 ms de front de montée et de descente, 10 ms de durée, 11
bouffées/s) présentées a 16 kHz pour des niveaux de stimulation augmentant de 20 a 60 dB SPL par
pas de 10 dB. B. Quantification de I'amplitude N;-P; des PAC enregistrés a 16 kHz chez 5 gerbilles
avant (noir) et une semaine apres exposition a I'ouabaine (rouge). C. Exemple représentatif des
courbes de gain d'activité obtenues a partir des réponses soutenues enregistrées chez une gerbille
avant (noir) et une semaine aprés exposition a I'ouabaine (rouge). Ces gains d'activité sont obtenus en
réponse a une bande de bruit tiers d'octave centrée sur 16 kHz et présentée pendant 20 secondes,
pour des niveaux de stimulation allant de 10 a 60 dB SPL par pas de 10 dB. D. Quantification de
I'amplitude maximale des courbes de gain d'activité obtenues a 16 kHz chez 5 gerbilles avant (noir) et
une semaine aprés exposition a I'ouabaine (rouge). Les quantifications présentées dans cette figure (C
et D) correspondent aux valeurs moyennes + erreurs standards obtenues chez 5 gerbilles (* p<0,05 ;
** p<0,01 Wilcoxon rank sum test).

L'ensemble de ces résultats montre que I'analyse de la réponse soutenue du nerf auditif

donne une indication du nombre et de la nature fonctionnelle (haute-, moyenne-, basse-AS)
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des fibres du nerf auditif. Cette méthode présente toutefois l'inconvénient de se limiter a des
fréquences de stimulation supérieures a 2 kHz pour éviter que le potentiel microphonique se
supperpose aux réponses neurales. Pour contourner cette limite un autre mode de

stimulation pourrait étre envisagé (voir discussion).

4.4, Codage temporel des fibres du nerf auditif

Dans la quatriéeme partie de cette thése, nous avons développé une approche
électrophysiologique qui rend compte a la fois de l'activité synchrone et soutenue des fibres

du nerf auditif.

4.4.1. Protocole d'étude du codage temporel des fibres auditives

Pour observer les activités synchrone et soutenue du nerf auditif dans une méme
réponse, nous avons simplement recueilli les réponses cochléaires évoquées par une bande
de bruit pulsée (300 ms de stimulation / 300 ms de silence) répétée une centaine de fois
(Figure 4.19). La durée de chaque cycle de stimulation (stimulation + silence) était
volontairement longue afin d’observer le temps d’adaptation du taux de décharge des fibres
au début et a l'arrét de la stimulation. Nous avons ensuite extrait la réponse neurale de la
réponse cochléaire par filtrage passe-bande entre 300 et 1200 Hz. Cette procédure
permettait d’éliminer les composantes extracochléaires qui sont principalement basse
fréquence (< 300 Hz), et le potentiel microphonique qui était toujours, compte tenu des
fréquences testées dans notre étude, au-dessus de 1200 Hz. L'enveloppe temporelle de
l'activité neurale était ensuite détectée puis synchronisée pour obtenir une réponse neurale
moyenne appelée Peri-Stimulus Time Response (PSTR, Figure 4.19) en raison de sa
ressemblance avec le PSTH des fibres. En effet, cette réponse est caractérisée par une
activé basale de quelques pV avant la stimulation, un pic de synchronisation en début de
stimulation, une adaptation (t < 100 ms) et une activité soutenue pendant la durée de la
stimulation. Une faible récupération post-stimulation est également observée apreés l'arrét de

la stimulation.

Cette forte similitude avec les réponses unitaires suggére que la PSTR pourrait refléter
le PSTH moyen des fibres recrutées par la stimulation. Si tel est le cas, la PSTR pourrait

apporter des informations essentielles sur les propriétés de codage neural des sons,
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notamment chez 'lhomme pour lequel nous ne disposons actuellement d’aucune donnée

expérimentale concernant I'activité unitaire des fibres du nerf auditif.
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Figure 4.19 : Méthode de recueil de la PSTR. Dans cet exemple, I'activité cochléaire est enregistrée
en réponse a une bande de bruit pulsée (bande de 1/3 d'octave centrée sur 4 kHz, émise a 60 dB SPL,
enveloppe trapézoidale, montée=descente=2,5 ms, durée de stimulation=intervalle inter-
stimulation=300 ms, 100 répétitions). Afin d'isoler la réponse neurale, I'activité cochléaire est filtrée
dans la bande fréquentielle 300-1200 Hz. La réponse neurale est ensuite redressée, lissée avec une
fenétre glissante d'1 ms, et moyennée par synchronisation avec le début de la stimulation.

4.4.2. Enregistrements simultanés PSTH/PSTR

Pour démontrer que la réponse globale reflete bien la somme des réponses unitaires
des fibres, nous avons enregistré simultanément la PSTR du nerf auditif et le PSTH d’une
fibre en réponse a une bande de bruit tiers d'octave centrée sur la fréquence caractéristique
de la fibre (500 présentations). La Figure 4.20 présente un exemple d’enregistrement
PSTH/PSTR pour une fibre a moyenne-AS (AS=15 PA/s, FC=4756 Hz, S=10 dB SPL). Le
niveau de stimulation était de 60 dB SPL. Bien que les unités d’amplitude ne soient pas les

mémes (PSTH en PA/s, PSTR en uV), le décours temporel des réponses est comparable
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avec une activité basale avant la stimulation, un pic de synchronisation en début de
stimulation, une adaptation et une activité soutenue. Aprés l'arrét de la stimulation, la
récupération post-stimulation est trés nette en unitaire, tandis qu'elle est plus difficile a
percevoir au niveau de la réponse globale. Cette faible récupération de la PSTR pourrait
s’expliquer par le petit nombre de fibres engagées dans la réponse, relativement au nombre

total de fibres contribuant a I'activité cochléaire spontanée.

Il est aussi intéressant d’observer que la forme de la PSTR est beaucoup plus lisse
que celle de la PSTH qui est par définition soumise a une variance statistique liée a la valeur
du pas temporel de I'histogramme (1 ms dans cet exemple). La résolution temporelle de la
PSTR (50 us) est aussi bien supérieure a celle du PSTR (1 ms) ce qui offre un avantage
intéressant pour évaluer précisément des constantes de temps d’adaptation. Pour cet
exemple, le rapport pic-sur-plateau est quasi identique pour les deux réponses (PSTH :

525/100=5,25 ; PSTR : 25.5/5=5,1).

4.4.3. Effet du niveau de stimulation

Pour aller plus loin dans la comparaison PSTH/PSTR, nous avons testé différents
niveaux de stimulation. La Figure 4.21 présente les réponses unitaires (PSTH, Figure
4.21A) et globales (PSTR, Figure 4.21C) enregistrées simultanément en réponse a une
stimulation centrée sur la fréquence caractéristique de la fibre, et présentée de 0 a 50 dB
SPL par pas de 10 dB. A 10 dB SPL, le PSTH laisse apparaitre une légére augmentation
d'activité pendant la durée de la stimulation, sans pic de synchronisation (Figure 4.21A). A
20 dB SPL, un pic de synchronisation et une période d'adaptation apparaissent en début de
stimulation, tandis qu'une diminution de l'activité basale de la fibre est observée apres I'arrét
de la stimulation. A 30 dB SPL, le pic de synchronisation, I'activité soutenue, et le temps de
récupération de la fibre augmentent. La phase d'adaptation observée en début de stimulation
met alors en évidence une décroissance exponentielle rapide du taux de décharge. Au-dela,
seuls le pic de synchronisation et le temps d’adaptation qui s'en suit semblent évoluer avec

le niveau de stimulation.
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Figure 4.20 : Enregistrement simultané de la réponse unitaire d'une fibre et de la PSTR. Les
réponses unitaires d'une fibre auditive (rouge) et la PSTR extraite a partir des potentiels cochléaires
(noir) sont enregistrées simultanément en réponse a une bande de bruit tiers d'octave
(montée=descente=2,5 ms, durée=300 ms, intervalle-inter stimulation=300 ms, 500 présentations)
centrée sur la fréquence caractéristique de la fibre (FC=4756 Hz) et présentée a 60 dB SPL. A: Les
points rouges représentent les instants de détection des potentiels d'action émis par la fibre lors des
200 premiéres itérations de la stimulation. Les potentiels d'action détectés avant le début de chaque
stimulation mettent en évidence le niveau d'activité basale de la fibre, proche de son niveau
d'activité spontanée (AS=15 PA/s). B: L'histogramme temporel de décharge de la fibre (PSTH: Peri-
Stimulus Time Histogram) est construit a partir des PA détectés au cours des 500 présentations de la
stimulation, avec un pas temporel égal a 1 ms. La ligne pointillée horizontale représente le taux de
décharge égal a 0 PA/s. C: La réponse temporelle enregistrée simultanément a partir des potentiels
cochléaires (PSTR: Peri-Stimulus Time Response) est représentée en noir. Elle est lissée avec une
fenétre d'1 ms (méme pas temporel que pour la construction du PSTH). La ligne pointillée horizontale
représente |'amplitude égale a O pVv.
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Pour ce qui est des PSTR (Figure 4.21C), une réponse commence a émerger de la
ligne de base a partir de 20 dB SPL. Comme la réponse unitaire enregistrée simultanément,
la PSTR présente aussi un petit pic de synchronisation, suivi d'une adaptation et d'une
activité soutenue maintenue pendant la durée de la stimulation. Le pic de synchronisation de
la PSTR progresse ensuite trés rapidement avec le niveau de stimulation tandis que

I'évolution de Il'activité soutenue est moins marquée.

Pour étudier plus précisément le décours temporel de ces réponses, nous les avons
analysées a l'aide du modéle d'ajustement a double exponentielle plus une constante
proposé par (Westerman and Smith, 1984) pour I'étude de réponses unitaires (Figure
4.22A). Dans la Figure 4.21B nous avons superposé les PSTH et leur modéle d'ajustement
(nair). Au seuil de réponse de la fibre (10 dB SPL), la qualité de I'ajustement est médiocre
car 'amplitude de la réponse est faible et ne présente pas de pic de synchronisation (R? =
0,05). Au-dela de 20 dB SPL, la qualité de I'ajustement s’améliore en raison de I'apparition
du pic de synchronisation et de l'adaptation qui s'en suit (R? = 0,53). La Figure 4.21D
représente les PSTR et leur modéle d'ajustement (rouge). Comme pour l'unitaire, la qualité

de I'ajustement devient satisfaisante au-dela de 20 dB SPL.

Ces données montrent que pour des niveaux supraliminaires, le décours temporel de
la PSTR est caractérisé par une adaptation rapide, une adaptation lente, puis un plateau,
comme le décours temporel des PSTH obtenus a partir des enregistrements unitaires

(Westerman and Smith, 1984).

Les parameétres d’amplitude et de temps du modéle d’ajustement ont été affichés en
fonction du niveau de stimulation (Figure 4.22 B-E). Pour les PSTH, les amplitudes des 3
composantes (rapide : Ag, lente : Ast, et continue : Ass) augmentent avec le niveau de
stimulation, cependant la composante rapide (Ag, en orange) progresse plus rapidement que
les autres, avec un taux de décharge qui passe de 60 a 500 PA/s entre 20 et 60 dB SPL
(Figure 4.22B). A I'opposé, les constantes de temps rapides (tr) et lentes (ts.) diminuent
avec le niveau de stimulation, avec un effet plus marqué pour la constante de temps rapide
(tr, Orange) qui passe de 5 a 0,5 ms de 20 a 60 dB SPL (Figure 4.22C). Ces résultats sont

en accord avec les données unitaires décrites dans (Westerman and Smith, 1984).
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Figure 4.21 : Enregistrements simultanés PSTH/PSTR pour différents niveaux de stimulation. A et B.
Histogrammes temporels de décharge de la fibre (FC=2996 Hz, AS=45 PA/s, Seuil=10 dB SPL)
enregistrée en réponse a des bandes de bruit tiers d'octave (montée=descente=2,5 ms, durée=300
ms, intervalle-inter stimulation=300 ms, 500 présentations) centrées sur la fréquence caractéristique
de la fibre et présentées de 10 a 50 dB SPL par pas de 10 dB. Les PSTH sont construits avec un pas
temporel égal a 1 ms. En B, la courbe noire superposée sur chaque tracé représente la courbe
d'ajustement du modele proposé par (Westerman and Smith, 1984) pour I'analyse des PSTH chez la
gerbille. L’adéquation entre le modele de d'ajustement et chaque PSTH est traduite par le coefficient
de détermination R? indiqué en noir sous chaque. C et D. PSTR enregistrées simultanément. En D, la
courbe rouge superposée sur chaque tracé représente le modéle d'ajustement, proposé initialement
par (Westerman and Smith, 1984) pour I'analyse des PSTH, et adapté ici a I'ajustement des PSTR. Le
coefficient de détermination R? est indiqué sous chaque réponse en rouge.
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Pour les PSTR, I'évolution des parameétres du modéle suit le méme comportement
gu’en unitaire, a savoir une augmentation des amplitudes avec le niveau (surtout Ar qui
passe de 0,6 a 40 pyV de 20 a 60 dB SPL, Figure 4.22D) et une diminution des constantes
de temps avec le niveau (surtout tr qui passe de 5,4 a 0,5 ms comme en unitaire, Figure

4.22E).

Cette étude préliminaire suggére que I'analyse du décours temporel des PSTR apporte

les mémes informations que I'analyse du décours temporel des PSTH sur I'état fonctionnel

des fibres.
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Figure 4.22 : Etude des composantes des réponses temporelles (PSTH et PSTR) enregistrées
simultanément pour différents niveaux de stimulation. Ces mesures correspondent aux réponses
présentées dans la Figure 25. A : Modele d'ajustement proposé initialement par (Westerman and
Smith, 1984) pour I'analyse des PSTH, également adapté ici a I'ajustement des PSTR. Ce modele est
constitué de deux composantes exponentielles décroissantes et d'une composante continue. Les
parametres de la composante décroissante rapide sont représentés en orange (4Az (LV) et 7z (ms)),
ceux de la composante décroissante lente sont représentés en vert (Asr (UV) et 757 (ms)) et
I'amplitude de la composante continue (Asr (LV)) est représentée en bleu. B et D : Amplitudes des
composantes du modele d'ajustement en fonction du niveau de stimulation, pour les PSTH (B) et les
PSTR (D) enregistrés simultanément. C et E: Constantes de temps des composantes exponentielles du
modele d'ajustement en fonction du niveau de stimulation pour les PSTH (C) et les PSTR (E)
enregistrés simultanément.
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Pour aller plus loin dans la description de la réponse globale, nous avons analysé les
PSTR enregistrées chez 10 gerbilles contrdles, pour un niveau de stimulation progressant de
0 a 80 dB SPL, et une fréquence de stimulation centrée sur le 4 kHz (fréquence de meilleure

sensibilité chez la gerbille).

La Figure 4.23A présente les PSTR (en noir) obtenues chez un animal représentatif
ainsi que leur modéle d'ajustement (en rouge). Le seuil d’apparition de la PSTR se situe a 10
dB SPL. Comme évoqué dans I'exemple précédent (Figure 21D), la réponse se grade avec
le niveau de stimulation. La Figure 4.23B montre que la qualité d'ajustement moyenne
devient satisfaisante (R?>0,5) a partir de 20 dB SPL. Nous avons ensuite superposé dans la
Figure 4.23C l'amplitude moyenne des composantes rapide (orange), lente (vert) et
soutenue (bleu) avec 'amplitude du pic de synchronisation (noir) lorsque qu'il est simplement
mesuré sur la PSTR. Cette comparaison est intéressante car la définition du modéle
implique que l'amplitude du pic vaut la somme des amplitudes des 3 composantes du
modeéle (Apic=ArtAsTtAss). Cette représentation nous permet donc d'étudier la contribution
des 3 composantes a la réponse synchrone de la PSTR. Deux gammes de réponses se
distinguent suivant le niveau de stimulation. De 20 a 60 dB SPL, c’est principalement la
composante rapide qui détermine I'amplitude du pic de synchronisation car elle est
beaucoup plus ample que les composantes lente et soutenue (qui d’ailleurs se superposent
quasiment, Figure 4.23C). Par contre, au-dessus de 60 dB SPL, la composante rapide
sature et c'est alors la composante continue en bleu qui croit soudainement (Figure 4.23C)

comme le montrait déja I'exemple représentatif de la Figure 4.23A.

La Figure 4.23D représente les constantes de temps rapide (orange) et lente (verte)
du modéle d’'ajustement. Cette figure montre tout d’abord que la constante de temps lente
(verte, ~ 60 ms en moyenne) varie trés peu avec le niveau en accord avec nos données
unitaires (traces pointillées, n = 4 fibres de FC proche de 4 kHz) et celles de (Westerman
and Smith, 1984). Par contre les constantes de temps rapides des PSTR (orange foncé) et
des PSTH (orange pale) diminuent fortement de 20 a 60 dB SPL (de 4,67 + 04 ms a 2,4 +
0,2 ms pour les PSTR et de 5,8 £ 0,6 ms a 1,6 £ 0,6 ms pour les PSTH, p<0,01). Au-dela de
60 dB SPL, la constante de temps rapide de la PSTR augmente.
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Figure 4.22 : Effet du niveau de stimulation sur les paramétres de la PSTR. A. Exemple représentatif
des PSTR enregistrées chez une gerbille en réponse a des bandes de bruit tiers d'octave centrées sur
4 kHz et présentées de 0 a 80 dB SPL. La courbe rouge superposée sur chaque tracé représente la
courbe d'ajustement du modele proposé par (Westerman and Smith, 1984). B. Au cceur de ce
graphique sont représentées les 3 composantes du modele d'ajustement. La qualité d'ajustement en
fonction du niveau de stimulation est représentée par le coefficient de détermination R? (moyenne +
erreur standard, n=10) C. Moyennes et erreurs standard a la moyenne (n=10) de I'amplitude du pic
de la PSTR lissée (courbe noire) et des amplitudes des composantes du modele d'ajustement
(courbes colorées) pour chaque niveau de stimulation. D. Moyennes et erreurs standard a la
moyenne (n=10) des constantes de temps (ms) de la composante exponentielle rapide 1y et de la
composante exponentielle lente Tst pour chaque niveau de stimulation. Les constantes de temps
évaluées a partir des PSTH obtenus dans les mémes conditions de stimulation sont représentées avec
des couleurs pales (n=4). De 10 a 80 dB SPL, le niveau de stimulation a un effet significatif sur tous les
parametres étudiés (Anova a un facteur et procédure de comparaisons multiples, ***: p < 0,001),
hormis la constante de temps de la composante exponentielle lente (7s;, p > 0,05).
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Pour expliquer ces résultats, nous avons créé les 3 schémas présentés dans la Figure
4.23. Au seuil d’apparition de la PSTR (Figure 4.23A), seules les fibres les plus sensibles de
la bande fréquentielle testée (bande 1/3 d'octave soit ~500 um d’aprés (Muller, 1996))
élévent leur taux de décharge. La PSTR enregistrée est alors de faible amplitude, avec un
faible rapport pic-sur-plateau. Entre 20 et 60 dB SPL, la stimulation recrute plus de fibres et
de facon plus synchrone mais en restant sélective en fréquence (Figure 4.23B). Le rapport
pic-sur-plateau de la PSTR augmente alors de fagon importante jusqu’a atteindre une valeur
maximale a 60 dB SPL. L’augmentation soudaine de l'activité soutenue au-dessus de 60 dB
SPL pourrait s’expliquer par une perte de sélectivité en fréquence de la stimulation a haut
niveau de stimulation (Robles and Ruggero, 2001), entrainant un recrutement massif des
fibres de la base de la cochlée (Figure 4.23C). La perte de synchronisation induite par cette
perte de sélectivité fréquentielle justifie la saturation de la composante rapide et

l'augmentation de sa constante de temps.

10 dB SPL 60 dB SPL 70 dB SPL

i N &L

PSTR PSTR PSTR

Figure 4.23: lllustration correspondant a I'effet du niveau de stimulation sur la PSTR (Figure 4.22).
Jusqu'a 60 dB SPL la stimulation est sélective en fréquence et le décours temporel de la PSTR reflete
le décours temporel des PSTH des fibres recrutées par la stimulation. A 60 dB SPL, la meilleure
synchronisation des réponses en début de stimulation se traduit par une forte augmentation du pic
de synchronisation et par la diminution de la constante de temps rapide de I'adaptation (Figure 4.22).
Au dela de 60 dB SPL, la stimulation n'est plus sélective en fréquence. Le recrutement des fibres de la
base se traduit au niveau de la PSTR par I'augmentation de sa réponse soutenue et de sa constante
de temps rapide d'adaptation (Figure 4.22).

96



Ces résultats suggeérent que pour des niveaux de stimulation n'entrainant pas de
recrutement cochléaire (niveau < 60 dB SPL), la PSTR refléte le taux de décharge des fibres
recrutées par la stimulation. Il est donc raisonnable de postuler que la PSTR représente le

PSTH moyen des fibres recrutées par la stimulation.

4.4.4. Effet de la fréquence centrale de stimulation

Pour démontrer que la PSTR représente le PSTH moyen des fibres recrutées par la
stimulation, nous avons mené une expérience simple chez des gerbilles contrbéles. Sachant
que la proportion de fibres a haute-AS n’est pas homogéne le long de la cochlée de gerbille
(74% des fibres ont une haute-AS au-dessous de 4 kHz contre 28% au-dessus, voir Figure
2), nous avons enregistré la PSTR pour des stimulations centrées sur des fréquences
comprises entre 2,5 et 16 kHz et présentées a un niveau acoustique de 50 dB SPL. Si notre
hypothése de travail est correcte, le pic de synchronisation des PSTR devrait étre
significativement plus ample pour des basses fréquences plutét que pour des hautes
fréequences de stimulation (voir enregistrements simultanés et schéma explicatif dans la

Figure 4.24).

Les résultats présentés dans la Figure 4.25 vérifient notre hypothése. L’exemple
représentatif de PSTR obtenue pour toutes les fréquences testées (Figure 4.25A) montre
que 'amplitude du pic de synchronisation chute brutalement au-dessus de 6,3 kHz ce qui
correspond exactement au changement de composition du nerf chez la gerbille (voir Figure
2). Pour isoler les composantes rapide, lente et soutenue de la PSTR, nous avons appliqué
le modéle d’ajustement aux PSTR (Figure 4.25A,B). Cette analyse montre clairement que
'amplitude du pic (Figure 4.25C, courbe noire) perd ~40% de son amplitude entre 2,5 (12,8
+ 1 V) et 16 kHz (7,3 £ 0,5 pV, p < 0,001).L’analyse plus détaillée des trois composantes
montre que c’est surtout la composante rapide (Figure 4.25C, courbe orange) qui décroit
entre 2,5 (7,7 £ 0,9 pV) et 12,5 kHz (2,4 £ 0,3 pV, p < 0,001), avec une réduction de ~70%
de son amplitude. Ce résultat est logique car la composante rapide refléte la synchronisation

du premier potentiel d’action évoqué par la stimulation (Figure 4.7D).
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Figure 4.24 : Enregistrements simultanés pour une basse et une haute fréquence de stimulation.
Les réponses unitaires d'une fibre (couleur) et la PSTR (noir) sont enregistrées simultanément en
réponse a une bande de bruit tiers d'octave (50 dB SPL, montée=descente=2,5 ms, durée=300 ms,
intervalle-inter stimulation=300 ms, 500 présentations) centrée sur la FC de la fibre (A. FC=2996 Hz -
AS=45 PA/s ; B. FC=10000 Hz - AS=0,33 PA/s). Nuages de points: instants de détection des PA émis
par la fibre lors des 100 premiéres itérations de la stimulation. PSTH: Histogrammes temporels de
décharge construits a partir des PA détectés au cours des 500 présentations de la stimulation (pas
temporel: 1 ms). PSTR: Réponse extraite des potentiels cochléaires. Schéma: Schémas réalisés a
partir des réponses obtenues lors des enregistrements simultanés. Ces réponses suggerent que pour
des basses fréquences de stimulation (A), le grand pic de la PSTR refléte la bonne synchronisation des
fibres a haute-AS (83% des fibres enregistrées pour 2 kHz < FC < 4 kHz) ; tandis que pour des hautes
fréquences de stimulation (B), le petit pic de la PSTR refléte la faible synchronisation des fibres a
basse- et a moyenne-AS (79% des fibres enregistrées pour 8 kHz < FC < 16 kHz).
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Figure 4.25 : Effet de la fréquence de stimulation sur la PSTR. A. Exemple représentatif des PSTR
enregistrées chez une gerbille en réponse a des bandes de bruit tiers d'octave présentées a 50 dB SPL
pour des fréquences centrales de stimulation augmentant de 2,5 a 16 kHz. La courbe rouge
superposée sur chaque tracé représente la courbe d'ajustement du modéle proposé par (Westerman
and Smith, 1984). B. Au cceur de ce graphique sont représentées les 3 composantes du modeéle
d'ajustement. La qualité d'ajustement en fonction de la fréquence de stimulation est représentée par
le coefficient de détermination R? (moyenne + erreur standard, n=10). C. Moyennes et erreurs
standard a la moyenne (n=10) de I'amplitude du pic de la PSTR lissée (blanc) et des amplitudes des
composantes du modeéle d'ajustement (couleurs) pour chaque fréquence centrale de stimulation. D.
Moyennes et erreurs standard a la moyenne (n=10) des constantes de temps de la composante
rapide et de la composante lente pour chaque fréquence centrale de stimulation. La fréquence de
stimulation a un effet significatif sur I'amplitude du pic de la PSTR et sur les parametres de la
composante rapide (Anova a un facteur et procédure de comparaisons multiples, ***: p < 0,001).

L’analyse de la constante de temps rapide confirme également ce résultat (Figure
4.25D). En effet, lorsque la stimulation recrute les fibres de I'apex (FC < 4 kHz), composées
majoritairement de fibres a haute-AS, cette constante de temps est rapide (4 + 0,2 ms a 4
kHz) car ces fibres sont bien synchronisées (Figure 4.7A-B). En revanche, lorsque la
stimulation recrute les fibres de la base, composées surtout de fibres a basse- et moyenne-
AS, cette constante de temps augmente (6 £ 0,8 ms a 12,5 kHz, p < 0,001) car ces fibres
sont moins bien synchronisées en début de stimulation. Il est intéressant d’observer que les

composantes lente et soutenue semblent indépendantes de la composition du nerf, ce qui
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suggére que les mécanismes physiologiques a l'origine de ces composantes (libération
vésiculaire lente et soutenue, (Moser and Beutner, 2000) sont probablement indépendants

de la fréquence caractéristique et de I'activité spontanée des fibres.

4.4.5. Comparaisons inter-especes

Pour motiver le futur développement clinique de la PSTR, nous avons souhaité montrer
préalablement que cette réponse était observable chez les 4 modéles animaux utilisés dans
notre laboratoire (Figure 4.26). Pour tous ces enregistrements, I'électrode de recueil était
positionnée dans la niche de la fenétre ronde. La stimulation acoustique était présentée a 50
dB SPL et centrée sur la fréequence de meilleure sensibilité du modéle animal utilisé
(gerbille : 4 kHz, cochon d’Indes : 8 kHz ; rat: 8 kHz, souris: 12,5 kHz). Les PSTR de
cochon d'inde et de gerbille sont comparables a la fois en amplitude et en cinétique avec un
rapport pic-sur-plateau proche de 3. Ce ratio important suggére que le nombre de fibres a
haute-AS chez le cochon d'inde est important dans la zone cochléaire testée, ce qui est
effectivement le cas (Tsuji and Liberman, 1997). Chez le rat et la souris, les réponses sont
également comparables deux a deux avec un faible rapport pic-sur-plateau (<2) suggérant
une faible proportion de fibres a haute activité spontanée, comme c’est effectivement le cas
pour ces deux rongeurs (Taberner and Liberman, 2005). Appliguée a '’homme, a l'aide
d’enregistrements trans-tympaniques par exemple, cette méthode pourrait permettre

d’évaluer la composition du nerf auditif.

Les résultats présentés dans cette derniére partie montrent que I'analyse du décours
temporel de la PSTR pourrait permettre d’étudier, comme la technique de I'enregistrement
unitaire, les propriétés fonctionnelles des fibres du nerf auditif. Cette méthode présente 3
avantages importants par rapport a la technique de I'enregistrement unitaire : 1) compte tenu
de son caractére moins invasif, elle est applicable a 'homme, 2) elle permet d’étudier
l'activité d'une population ciblée (contrairement a l'unitaire qui par définition ne concerne
qu’'une fibre détectée de fagon aléatoire), et 3) elle permet de faire une étude tonotopique

des réponses neurales.

La composante rapide de la PSTR, reflétant la synchronisation des décharges
évoquées en début de stimulation, pourrait nous donner des indications sur la fusion du

contingent de vésicules synaptiques ancrées a la membrane (Readily Releasable Pool -
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RRP (Moser and Beutner, 2000)). La composante soutenue de cette réponse pourrait quant

a elle refléter la fusion vésiculaire soutenue liée au réapprovisionnement des vésicules aux

zones actives (slowly releasable pool - SRP). Ainsi, a travers la PSTR, I'étude des réponses

temporelles des fibres auditives pourrait faciliter le dépistage et l'identification des

synaptopathies (Moser et al., 2013).
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Figure 4.26 : Exemple de PSTR chez le rongeur (cochon d’inde, gerbille, rat, souris). Les PSTR ont été
obtenues en réponse a une bande de bruit pulsée (largeur de bande: 1/3 d’octave, enveloppe
trapézoidale, montée=descente= 2,5 ms, 300 ms stimulation, 300 ms de silence, 100 présentations)
centrée sur la fréquence de meilleure sensibilité du modele animal utilisé
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5. DISCUSSION

Le potentiel d’action composite du nerf auditif refléte I'activation synchrone des fibres
du nerf auditif en réponse a une stimulation sonore (Goldstein and Kiang, 1958). Il est
généralement admis que I'ensemble des fibres du nerf auditif contribuent au PAC. Les
niveaux sonores liminaires activent préférentiellement les fibres a haute-AS qui disposent
d’'un seuil d’activation bas, alors qu’'une augmentation du niveau recrute progressivement
des fibres de moyenne- et basse-AS. En utilisant de I'ouabaine, un agent pharmacologique
qui agit sur les fibres a basse-AS, nous avons montré dans cette étude que la destruction
des fibres a basse-AS n’affecte pas 'amplitude du PAC car leur réponse unitaire est a la fois
retardée et moins bien synchronisée relativement aux fibres a moyenne- et haute-AS. Ce
résultat suggére que la disparition des fibres a basse-activité serait indétectable avec les
outils d’exploration fonctionnelle utilisés en laboratoire et en clinique (onde N; en
electrocochléographie, onde | des potentiels évoqués auditifs précoces). Ce manque de
sensibilité du PAC est d’autant plus inquiétante que les fibres a basse-AS sont les premiéres
a disparaitre au cours du vieillissement (Schmiedt et al., 1996, Sergeyenko et al., 2013) et
aprés une surexposition sonore (Kujawa and Liberman, 2009, Furman et al., 2013). L’effet
cumulé du vieillissement et de surexpositions sonores répétées pourrait donc conduire a une
dégénérescence accélérée des fibres a basse-AS difficilement détectable avec les méthodes
d’exploration fonctionnelle classiques, mais occasionnant pourtant une géne considérable du
codage des sons notamment dans un environnement bruyant (Starr et al., 1996, Zeng et al.,

2005).

Pour compenser le manque de sensibilit¢ du PAC, nous avons développé une
méthode alternative qui mesure I'activité soutenue des fibres du nerf auditif. Cette approche
est plus sensible a la perte des fibres a basse-AS que le PAC et refléte le nombre et la
nature fonctionnelle de I'ensemble des fibres auditives distribuées le long de I'axe
tonotopique. Pour aller plus loin, nous avons utilisé une approche permettant de mesurer a la
fois les réponses synchrone et soutenue des fibres du nerf auditif. L’analyse de ces
réponses permet d’évaluer la composition du nerf (fibres a haute-, moyenne- et basse-AS)
ainsi que les constantes de temps d’adaptation du taux de décharge des fibres. Plus
puissante sur le plan diagnostique que le PAC, cette technique pourrait étre appliquée a
'homme, afin de dépister et préciser le phénotype des neuropathies auditives humaines

(Zeng et al., 2005).
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5.1. Action de I'ouabaine sur les fibres du nerf auditif

L'ouabaine est un glycoside cardiaque qui se lie spécifiquement a la pompe Na/K-
ATPase et inhibe son activité (O'Brien et al., 1994). Cette pompe qui utilise I'énergie issue de
la dégradation de I'ATP, permet d'échanger les ions sodium (Na+) issus du milieu
intracellulaire avec les ions potassium (K+) issus du milieu extracellulaire contre leur gradient
de concentration. Dans la cochlée, les pompes Na/K-ATPase sont exprimées sur les
neurones de nerf auditif de type | au niveau du segment périphérique non-myélinisé (y
compris le bouton synaptique) et dans la membrane du corps cellulaire (McLean et al.,
2009). L'inhibition des pompes Na/K-ATPase entraine un excés d’ions sodium dans le milieu

intracellulaire, le gonflement puis la mort cellulaire de la fibre.

L’effet d’'une application d’ouabaine dans la niche de la fenétre ronde varie de fagon
importante suivant le modéle animal utilisé en raison des différences anatomiques inter-
especes (Fu et al., 2012). Chez la gerbille, le nerf auditif est juste en dessous de la niche de
la fenétre ronde (Sokolich and Smith, 1973, Chamberlain, 1977). Par conséquent, I'ouabaine
accede directement au nerf auditif en traversant I'os spongieux et mince de la paroi interne
de la fenétre ronde. Chez le rat et le cochon d’Inde, le nerf auditif est loin de la fenétre ronde.
Ainsi, lorsque lI'ouabaine est appliquée dans la niche de la fenétre ronde, elle doit alors
traverser la membrane de la fenétre ronde, se propager dans les liquides internes de la
cochlée pour atteindre les fibres du nerf auditif situées dans l'organe de Corti. Cette
différence anatomique d’accés aux fibres du nerf auditif explique la plus grande efficacité de
l'ouabaine chez la gerbille. Par exemple, la dose qui conduit a 50% de perte de fibres chez la
gerbille se situe autour de 50 uM contre 1 mM pour le rat (Fu et al., 2012). A noter que chez
le cochon d’Inde, 'ouabaine affecte également les cellules ciliées externes en plus des
neurones (Hamada and Kimura, 1999) ce qui exclut le cochon d’inde des modéles animaux

intéressants dans le contexte de I'étude des neuropathies induites par I'ouabaine.

5.2. Ouabaine et fibres a basse activité spontanée

Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois que I'application d’'une
faible dose d’ouabaine (33 uM) détruit préférentiellement les fibres a basse-AS. Ce résultat
pourrait s’expliquer par des différences homéostatiques inter-fibres. Les fibres a haute-AS

qui ont un plus grand diamétre et plus de mitochondries que les fibres a basse-AS
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(Liberman, 1980, 1982, Merchan-Perez and Liberman, 1996) doivent avoir une plus grande
concentration de pompes Na/K-ATPase pour assurer leur cadence de décharge élevée.
Dans ce cas, une dose faible d'ouabaine n’affecte pas beaucoup ces fibres. En revanche, les
fibres a basse-AS qui ont un diamétre plus fin et moins les mitochondries n’expriment pas
autant de pompes Na/K-ATPase, ce qui leur confére probablement une plus grande
vulnérabilité a I'ouabaine. |l serait trés intéressant d’étudier ce mécanisme ex vivo avec des
techniques de patch clamp du bouton synaptique (Rutherford et al., 2012) couplées a de la

pharmacologie.

5.3. Pertinence physiologique du modele « ouabaine »

Le modéle de neuropathie utilisé au cours de cette étude est intéressant sur le plan
expérimental car il permet de créer une perte sélective des fibres a basse activité spontanée
comme observée au cours du vieillissement (Schmiedt et al., 1996, Sergeyenko et al., 2013)
et aprés une surexposition sonore entrainant une élévation temporaire des seuils auditifs
(Kujawa and Liberman, 2009, Lin et al., 2011, Furman et al., 2013). Le modéle ouabaine
présente certains avantages par rapport au modeéle de surexposition sonore. En effet, il est
possible de détruire 100% des fibres en utilisant une concentration de 100 uM sans pour
autant altérer I'intégrité de la strie vasculaire et des cellules ciliées (Bourien et al., 2014). |l
serait impossible d’atteindre une telle perte de fibres sans endommager l'activité des cellules
ciliées avec un protocole de surexposition sonore. De plus, les résultats obtenus dans
I'équipe avec ces différents protocoles montrent une plus grande reproductibilité inter-animal
de l'effet obtenu par application de ouabaine. Pour finir, le modéle ouabaine a 33 uM élimine
les fibres a basse-AS quelle que soit leur fréquence caractéristique alors que le modéle de
surexposition sonore les élimine dans et au-dela de la bande fréquentielle du bruit
traumatique (Furman et al., 2013). Ce modéle de neuropathie offre un cadre expérimental
nouveau pour étudier leffet d’'une disparition compléte de fibres a basse-AS sur les
performances auditives. Il serait par exemple intéressant d'étudier a l'aide de tests
comportementaux, notamment dans le bruit (test go/no go par exemple), les performances
de gerbilles traitées a l'ouabaine et de les comparer aux performances des gerbilles
contréles. Cette étude constitue une perspective prometteuse sur le plan fondamental

comme sur le plan clinique d’autant que les fibres a basse activité spontanée pourraient étre
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plus fortement représentées chez ’homme (voir section « Fonction écologique des fibres a

basse-AS » de cette discussion).

5.4. Contribution des fibres du nerf auditif au seuil audiométrique

De récentes études montrent que les seuils auditifs peuvent étre normaux ou quasi-
normaux malgré une perte importante de fibres du nerf auditif. Chez le chinchilla par
exemple, une perte massive de CCIl (~70%) induite par injection intrapéritonéale de
carboplatine, modifie peu les seuils auditifs qu’ils soient mesurés avec des méthodes
électrophysiologiques (El-Badry and McFadden, 2009) ou comportementales (Lobarinas et
al., 2013). Chez la souris et le cochon d’inde, la délétion de 50% de fibres suite a une
surexposition sonore ne modifie pas significativement les seuils auditifs (Kujawa and
Liberman, 2009, Lin et al., 2011). Chez la gerbille, I'application de 66 puM d’ouabaine
entraine 70% de perte de fibres dans la partie basale de la cochlée sans effet significatif sur
le seuil auditif mesuré avec le PAC (Bourien et al.,, 2014). L’ensemble de ces résultats
montre clairement que I'exploitation des seuils auditifs n’est pas suffisante pour apprécier
l'intégrité des CCI et des fibres auditives. Par définition, seules les fibres a bas seuil (et a
haute-AS) sont impliquées dans le codage des bas niveaux de stimulation, et la
synchronisation d'un faible pourcentage de ces fibres pourrait suffire a faire émerger une
réponse du bruit de fond. Pour évaluer l'intégrité de I'ensemble des fibres du nerf auditif, il
est donc important de s'intéresser a I'amplitude des réponses obtenues a hauts niveaux de

stimulation, lorsque les fibres a haut seuil (et a basse-AS) sont également recrutées.

5.5. Contribution des fibres a I'amplitude du PAC

En dépit de la théorie générale qui considére que les 3 classes de fibres sont
impliquées dans 'amplitude du PAC pour des niveaux de stimulation supraliminaires, nous
avons montré dans cette étude que les fibres a basse-AS sont mal représentées dans cette
réponse. Relativement aux 2 autres classes, les fibres a basse-AS ont une mise a feu a la
fois retardée et moins bien synchronisée. Des études antérieures avaient déja relevé cette
particularité. Chez le chat et le cochon d’Inde, des enregistrements de fibres unitaires
avaient montré que la latence du premier potentiel d’action est plus longue pour les fibres a

basse activité (Rhode and Smith, 1985, Versnel et al., 1990). D'autres études plus récentes,
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menées chez la souris, ont montré que la variance du premier potentiel d’action est plus
grande pour les fibres a basse-AS (Oliver et al., 2006, Buran et al., 2010). Grace a des
enregistrements simultanés fibre/PAC, nous avons démontré que les deux mécanismes

(retard et variance élevée) coexistent.

L'origine de cette difféerence de synchronisation pourrait dépendre du degré de
coordination de la libération synaptique. Dans les cellules ciliées internes, le taux de fusion
vésiculaire dépend trés fortement du calcium intracellulaire. Or de nombreuses études ont
observé une forte variabilité du signal calcique présynaptique pour une méme cellule
(Beutner et al., 2001, Frank et al., 2009, Meyer et al., 2009, Grant et al., 2010). Ainsi, le
phénotype d’une fibre pourrait étre déterminé par le nombre de canaux calciques dans la
zone active qui entoure le ruban synaptique. En outre, des enregistrements ex vivo du
bouton synaptique de fibres de rats adultes ont montré qu'une grande majorité des
terminaisons exhibaient de grands courants post-synaptiques excitateurs (CPSE) de type
monophasique (70% des événements) tandis qu'une minorité de fibres exhibaient plutét des
petits EPSC multiphasiques (Grant et al., 2010). Les grands CPSE monophasiques, qui
résultent d'une forte coordination de la libération vésiculaire, pourraient étre associés aux
fibores a haute-AS alors que les CPSE multiphasiques, qui résultent d’une libération
vésiculaire moins coordonnée, pourraient étre associés aux fibres a basse-AS expliquant

ainsi leur faible degré de synchronisation.

Cette hypothése est soutenue par des mesures de latence de potentiels d’action
déclenchés par des CPSE rapides ou lents (Rutherford et al., 2012). Un CPSE avec une
pente raide (~ 250 mV/ms, probablement associé a un CPSE monophasique) déclenche un
potentiel d'action avec une latence courte (~ 300 us). En revanche, un CPSE avec une pente
faible (~ 50 mV/ms, probablement associé a un CPSE multiphasique) déclenche un potentiel
d'action plus tardivement. Les différences de latence (~ 400 us) observées dans cette étude
menée chez le rat ex vivo, sont en accord avec celles observées dans notre étude entre les
fibres a haute- et basse-AS. Enfin, les fibres a basse-AS pourraient contenir un mélange de
CPSE monophasiques et multiphasiques (Grant et al., 2010) parce que leur zone active
présynaptique pourrait avoir moins de vésicules de glutamate et/ou moins de canaux
calciques (Graydon et al., 2011). Par ailleurs, le rétrocontrdle inhibiteur dopaminergique
assuré par le systéme efférent latéral peut constituer un mécanisme supplémentaire pour

moduler l'activité spontanée d’une fibre (Ruel et al., 2001).
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Ces difféerences pourraient également étre liées aux temps de récupération post-
stimulation des fibres. En effet, cette période de récupération, a l'origine des phénomeénes de
masquage temporel (Harris and Dallos, 1979), est beaucoup plus longue pour les fibres a
basse activité spontanée. Dans leur étude effectuée chez le chinchilla, pour un son pur
présenté a 80 dB SPL, (Relkin and Doucet, 1991) mettent en évidence une différence
correspondant a un facteur 10 (2 secondes de récupération pour les fibres a basse-AS
contre 200 ms pour les fibres a haute-AS). Avec les hautes cadences de stimulation utilisées
en laboratoire et en clinique pour enregistrer la réponse synchrone des fibres auditives, une
mauvaise récupération entre chaque stimulation, accentuée pour les fibres a basse-AS,
pourrait expliquer une diminution (retard et désynchronisation) des réponses obtenues en
début de stimulation. Ce phénoméne est mis en évidence par I'étude de (Starr et al., 2000)
montrant, dans le cadre des potentiels évoqués auditifs précoces, qu'une réduction du
rythme de présentation du clic a 10, voire 5 Hz, permet dans certains cas de préserver une

réponse synchrone absente lors des stimulations aux rythmes usuels de 20 a 30 Hz.

Quoi qu'il en soit, nos données électrophysiologiques soutiennent I'nypothése que les
fibres a basse-AS ne participent pas a I'amplitude du PAC en raison de leur réponse
retardée et peu synchronisée. Des simulations mathématiques confortent ce résultat et
montrent que I'écart de synchronisation de I'ordre de quelques centaines de ps, entre fibres
a basse- et haute-AS est suffisant pour abolir la contribution des fibres a basse-AS a
I'amplitude du PAC (Bourien et al., 2014). Ce résultat contraste pourtant avec I'apparente
contribution des fibres basse-AS au PAC observé chez la gerbille agée (Schmiedt et al.,
1996) et chez le cochon d’inde soumis a une surexposition sonore (Furman et al., 2013).
Cette différence entre nos conclusions et celles de ces études provient probablement du fait
que les auteurs ont regroupés les fibres a basse- et moyenne-AS dans un méme groupe

appelé fibres a basse activité spontanée.

5.6. Fonction écologique des fibres a basse activité spontanée

Quel que soit le modele animal considéré, la proportion de fibres a haute, moyenne et
basse activité spontanée est quasi identique avec respectivement 65% (AS = 18 spikes/s),
25% (0,5 = AS < 18 spikes/s), 10% (AS<0,5 spike/s ; chat: (Liberman, 1978); gerbille :
(Schmiedt, 1989); cochon d’inde : (Tsuji and Liberman, 1997); revue : (Taberner and

Liberman, 2005)). Toutefois, contrairement au chat et au cochon d’inde pour lesquels ces
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proportions sont maintenues tout le long de l'axe tonotopique, chez la gerbille ces
proportions sont trés différentes a I'apex et a la base. Cette différence ne peut étre imputée a
I'échantillonnage inhérent a la technique de I'enregistrement unitaire car toutes les études
traitant de I'activité unitaire des fibres chez la gerbille relévent cette singularité (Schmiedt,
1989, Ohlemiller and Echteler, 1990, Muller, 1996, Bourien et al., 2014). Cette différence
base/apex pourrait résulter de contraintes écologiques. Au-dessous de 4 kHz, la gerbille doit
disposer d’excellents seuils auditifs pour détecter les signaux d’alerte émis par ses
congénéres a l'approche d'un prédateur (Plassmann et al., 1987). Dans cette gamme
fréquentielle, il est donc raisonnable d’'imaginer que I'évolution a surreprésenté des fibres a
bas seuil. En revanche, au-dessus de 4 kHz, une répartition plus homogéne des 3 classes
de fibres permettrait un codage du niveau sur une plus grande dynamique permettant ainsi
un excellent codage des vocalisations de gerbilles dont le contenu spectral est supérieur a 4

kHz (Kobayasi and Riquimaroux, 2012).

Les données expérimentales montrant que les fibres a basse activité spontanée codent
mieux I'enveloppe temporelle (Joris and Yin, 1992, Cooper et al., 1993), notamment dans le
bruit (Costalupes et al., 1984), suggérent que ces fibres sont spécialisées pour le codage
des zones conversationnelles. On peut donc supposer que le nerf auditif de 'homme est
peuplé par une grande proportion de fibres a basse activité spontanée notamment dans la
gamme fréquentielle de la parole (~ 300-3000 Hz). Il est donc tout a fait envisageable que
leffet d’'une surexposition sonore qui affecte préférentiellement les fibres a basse-AS
(Kujawa and Liberman, 2009, Lin et al., 2011, Furman et al., 2013) ait un effet dévastateur

sur 'audition de 'homme notamment dans des environnements bruyants.

Notons que le tableau des neuropathies auditives peut dans certains cas présenter des
similitudes avec celui des troubles (centraux) du traitement de I'audition (TCTA). En effet,
certains patients atteints de neuropathie semblent présenter une audition normale a la
notable exception d'importantes difficultés de compréhension dans un environnement
bruyant (Berlin et al., 2003). On peut souvent étiqueter a tord ces patients comme présentant
un TCTA. Actuellement, on distingue une neuropathie d'un TCTA par une importante
altération des PEAP. Or les travaux présentés dans cette thése montrent qu'une neuropathie
peut coexister avec une préservation de la réponse synchrone du nerf auditif, en particulier
lorsque cette neuropathie affecte les fibres a basse activité spontanée: les plus sensibles a

une surexposition sonore (Furman et al., 2013) et les plus impliquées dans le codage dans le
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bruit (Costalupes et al., 1984). Ces considérations montrent I'enjeu du développement d'une

nouvelle mesure objective permettant de détecter la perte de fibres a basse-AS.

5.7. Activité spontanée du nerf auditif et origine du dome a 900 Hz

La technique la plus utilisée en laboratoire pour mesurer I'activité spontanée du nerf
auditif consiste a enregistrer le bruit de fond cochléaire en absence de stimulation, a l'aide
d’'une électrode de mesure placée dans la niche de la fenétre ronde (Dolan et al., 1990).
L’'analyse fréquentielle de ce signal (analyse de Fourier) fait émerger une composante
spectrale centrée sur le 900 Hz. La preuve directe que cette composante refléte I'activité
spontanée du nerf n'a jamais été clairement établie mais un faisceau important
d’expériences la soutienne. Cette composante a 900 Hz disparait aprés ['abolition
pharmacologique de I'activité électrophysiologique des fibres (Dolan et al., 1990, McMahon
and Patuzzi, 2002); A linverse, elle se grade en réponse a une stimulation sonore large
bande (Dolan et al., 1990, Cazals and Huang, 1996) ; Pour finir, elle correspond au spectre
de la forme d’onde extracellulaire d’'un potentiel d’action unitaire mesuré depuis la niche de

la fenétre ronde (Kiang et al., 1976, Wang, 1979, Prijs, 1986, Patuzzi et al., 2004).

Pour illustrer ce dernier point, nous avons numérisé et analysé la forme d’onde
moyenne obtenue par Wang chez le chat (Figure 5.1A, (Wang, 1979)). Ce signal biphasique
d’'une centaine de nanovolt d’amplitude et de durée proche d’une milliseconde est
caractérisé dans le domaine spectral (Figure 5.1B) par une composante centrée sur le 1000
Hz (liée a la durée de la forme d’onde extracellulaire) suivie d’'une lente décroissance vers
les fréquences élevées a raison de -5 dB/kHz. L’évidente similitude entre le spectre de cette
onde élémentaire et le bruit de fond cochléaire présenté dans la figure 4.10 suggere que le
bruit de fond cochléaire représente la sommation électrique, a distance, de ces formes

d’ondes élémentaires.

En l'absence de stimulation acoustique, le déme spectral centré sur 900 Hz refléte
I'activité spontanée des fibres auditives (Dolan et al., 1990, McMahon and Patuzzi, 2002,
Patuzzi et al., 2004, Searchfield et al., 2004). De nombreuses équipes de recherche se sont
intéressées a cette activité dans le cadre de I'étude des acouphénes (Schreiner, 1987,
Martin, 1995, Cazals et al., 1998).Chez le chat et le lapin, les réponses obtenues apres

administration de fortes doses de salicylate (modéle réversible d'acouphénes, (McCabe and
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Dey, 1965)) suggérent que I'émergence d'une raie spectrale autour de 200 Hz pourrait étre
liee a l'apparition d'acouphénes. Cependant, le signal recueilli au contact de la cochlée
contient de nombreuses composantes extracochléaires (activité musculaire, cardiaque,
harmoniques du 50 Hz), principalement situées dans les basses fréquences, et pouvant
varier selon les conditions d'enregistrement. Il est donc souvent délicat d'interpréter les

variations d'activité spontanée observées en dessous de 300 Hz.
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Figure 5.1 : Origine du dome neural centré sur 1 kHz (d’aprés la Figure 14 de (Wang, 1979)). A.
Forme d’onde extracellulaire d’un potentiel d’action unitaire de fibres du nerf auditif de chat
enregistré depuis la niche de la fenétre ronde. B. Densité spectrale de puissance (DSP) de la forme
d’onde présentée dans le panel A entre 0 et 50 kHz. C. Grossissement de la DSP présentée en B, entre
0 et 5 kHz. Le maximum de puissance est obtenu a 1 kHz, la décroissance du spectre au-dela de 2 kHz

est de ~-5 dB/kHz.
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5.8. Activité soutenue des fibres du nerf auditif

L’originalité de notre mesure de I'activité soutenue du nerf auditif repose sur I'opération
de soustraction du spectre spontané au spectre évoqué par une bande de bruit. Cette
technique permet d’évaluer l'activité évoquée des fibres recrutées par la stimulation en
s’affranchissant de toute activité extracochléaire. Cette activité soutenue, évoquée par une
bande étroite de bruit présentée de fagon continue, est beaucoup plus sensible a la perte
des fibres a basse-AS que la réponse synchrone du nerf auditif (Figure 4.18). Utilisée en
clinique, elle pourrait faciliter le dépistage des neuropathies auditives liées a la perte de ces
fibres, qui sont les premiéeres a disparaitre au cours du vieillissement (Schmiedt et al., 1996,
Sergeyenko et al., 2013) et aprés une surexposition sonore (Kujawa and Liberman, 2009,

Furman et al., 2013).

L'évaluation tonotopique de I'activité soutenue permet d'étudier la distribution des fibres
auditives le long de la cochlée. En effet, la contribution des potentiels d’action unitaires des
fibres a la réponse soutenue enregistrée depuis la niche de la fenétre ronde est identique
quelles que soient la fréquence caractéristique et I'activité spontanée de la fibre (Kiang et al.,
1976, Wang, 1979, Prijs, 1986). D'autre part, pour un niveau de stimulation de 60 dB SPL, la
réponse évoquée des fibres est identique (+160 PA/s) quel que soit leur phénotype
fonctionnel (Figure 4.9). Ainsi, I'analyse des réponses obtenues a 60 dB SPL, pour
différentes fréquences de stimulation, donne une estimation du nombre de fibres réparties le
long de la cochlée (Figure 4.17). Etudiée dans le cadre d'une neuropathie, cette répartition

permet de localiser et de quantifier les pertes de fibres auditives.

Aprés le dépistage et la localisation des pertes de fibres, la mesure de l'activité
soutenue peut donner des indications sur les propriétés fonctionnelles des fibres
conservées. En effet, en étudiant la progression de l'activité soutenue avec le niveau de
stimulation, on peut s'attendre a différents profils de réponses selon les propriétés de codage
des fibres conservées. Lorsqu'il s'agit d'une perte de fibres a basse-AS (comme dans le
modéle présenté dans cette thése), on observe une bonne conservation des seuils auditifs et
des amplitudes obtenues a bas niveaux de stimulation, suggérant une bonne conservation
des fibres a haute-AS (Figure 4.16). Dans un modéle ou les différentes classes de fibres
(basse-, moyenne- et haute-AS) seraient affectées de fagon homogéne, on peut s'attendre a

une progression continue mais faible sur I'ensemble de la dynamique de stimulation. Dans
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cet esprit, la perte de fibres a haute-AS pourrait étre traduite par une faible progression des
réponses obtenues a bas niveaux de stimulation et une forte augmentation de l'activité
soutenue a hauts niveaux de stimulation. Ainsi, I'analyse de l'activité soutenue pourrait offrir
une image « électrophysiologique » du nombre et de la nature fonctionnelle des fibres

auditives réparties le long de la cochlée.

Les résultats obtenus dans le modéle de neuropathie étudié ouvrent de nombreuses
perspectives. Au sein du laboratoire, cette activité soutenue est dés a présent utilisée pour
évaluer les propriétés fonctionnelles des fibres chez différentes espéces (cochon d'inde et
rat) et différents modéles de neuropathie (surexposition sonore et presbyacousie). En
parallele, un set-up d'enregistrement est actuellement amélioré pour étre utilisé en clinique.
Une étude préliminaire est envisagée au bloc opératoire, chez des patients programmés
pour une chirurgie de l'oreille moyenne ou de I'oreille interne donnant accés a la niche de la
fenétre ronde. Notre premier objectif serait d'enregistrer et d'analyser le spectre de I'activité

cochléaire évoquée par des bandes étroites de bruit.

Notons que pour mesurer l'activité soutenue du nerf auditif (aussi appelée activité
asynchrone selon Yves Cazals), il ne faut pas utiliser un son pur comme son test. En effet,
I'utilisation d’'un son pur semble engendrer une inhibition latérale (Henry and Lewis, 1992) ou
un phénoméne de synchronisation (Eggermont, 1990, Cazals and Huang, 1996) qui réduit a
néant la sommation globale de l'activité évoquée. Ainsi, I'amplitude du déme centré sur le
900 Hz varie peu, voire diminue, en réponse a un son pur (Dolan et al., 1990, Cazals and

Huang, 1996).

5.9. Peri-stimulus time response (PSTR)

La deuxiéme méthode mise au point dans cette thése, que nous avons nommée PSTR
par analogie avec le PSTH des fibres, permet d’évaluer a la fois les réponses synchrone et
soutenue des fibres du nerf auditif. Les enregistrements simultanés (PSTH/PSTR) ont
montré que la PSTR représente la sommation des PSTH des fibres recrutées pas la
stimulation. Cette méthode, qui permet d’étudier le taux de décharge des fibres au cours du
temps, et donc les constantes de temps d’adaptation des fibres, présente plusieurs
avantages expérimentaux : i) elle est moins invasive et plus simple a mettre en ceuvre que

I'enregistrement unitaire (donc potentiellement applicable a ’lhomme), ii) elle permet d’ajuster
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la bande fréquentielle étudiée (par opposition a l'unitaire qui ne rend compte que d’une fibre
détectée de fagon aléatoire), iii) elle permet de réaliser une étude tonotopique de I'activité

des fibres auditives.

Dans cette étude préliminaire, les bandes de bruit pulsées étaient générées a partir
d'un bruit blanc (processus aléatoire) filtré. Lorsque la composante microphonique se situe
dans les hautes fréquences (hautes fréquences de stimulation), il est facile d'isoler la
réponse neurale a l'aide d'un filtre passe-bande correspondant a sa gamme fréquentielle
(300 - 1200 Hz). Cependant, lorsque que la composante microphonique se situe dans la
gamme fréquentielle de la réponse neurale (fréquences de stimulation < 2 kHz), il devient
impossible de supprimer la composante microphonique sans affecter la réponse neurale.
C'est pourquoi a l'avenir nous souhaitons utiliser des bandes de bruit pulsées dont le
contenu spectral sera semi-aléatoire, de fagon a générer une suite de paires de motifs
pseudo-aléatoires de polarité alternée. Ainsi, quelle que soit la bande fréquentielle de
stimulation, le moyennage des réponses obtenues permettra de supprimer la composante
microphonique et de faire émerger la réponse neurale. En vue d'une application clinique,
I'étude du codage des basses fréquences de stimulation présente un intérét majeur dans le
cadre de I'évaluation des réponses auditives chez le jeune enfant. Tandis que les potentiels
évoqués auditifs précoces renseignent le clinicien sur les seuils auditifs correspondant aux
hautes fréquences de stimulation (2000 - 4000 Hz), aucune mesure fiable n'est actuellement
disponible pour évaluer les seuils auditifs correspondant aux basses fréquences de
stimulation. Ces derniers ont pourtant un rdle décisif sur le bilan d'orientation prothétique

(appareillage conventionnel, implant électro-acoustique, implant cochléaire).

Au dela de I'étude des seuils auditifs, la PSTR nous permet d'étudier les propriétés de
codage temporel des fibres auditives. La composante rapide de cette réponse reflete la
synchronisation des décharges évoquées en début de stimulation. Son amplitude et sa
constante de temps semblent liées a la fusion rapide (1 ms < ¢ < 10 ms) d'un contingent de
vésicules synaptiques ancrées a la membrane et prétes a fusionner (readily releasable pool-
RRP ; (Moser and Beutner, 2000)). La composante soutenue de cette réponse pourrait quant
a elle refléter la fusion vésiculaire soutenue liée au réapprovisionnement des vésicules aux
zones actives (slowly releasable pool-SRP). Notons que la PSTR facilite I'analyse de ces
différentes composantes car sa résolution temporelle et sa reproductibilité sont bien

meilleures que celles des réponses unitaires. En effet, le PSTH est une estimation statistique
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soumise a l'effet de pas d’histogramme (pour un pas de 0,5 ms, il faut présenter au moins
500 fois la stimulation pour obtenir un PSTH lisse). Avec la PSTR, une cinquantaine de

présentations suffisent pour obtenir une réponse lisse et stable.

A 50 - 60 dB SPL, I'étude des PSTR obtenues le long de I'axe tonotopique (Figure
4.25) montre que la mesure du rapport pic/plateau semble un bon indicateur de la nature
fonctionnelle des fibres (basse- ou haute-AS) présentes dans la zone stimulée. En effet, les
réponses des fibres & basse-AS sont peu synchronisées en début de stimulation ; leur
contribution a la composante rapide de la PSTR (pic de synchronisation) est donc limitée.
Par contre, leur contribution a l'activité soutenue est équivalente a celle des fibres a haute-
AS. Ainsi, tandis que l'amplitude du plateau est li¢ au nombre total de fibres recrutées,
I'amplitude du pic de synchronisation de la PSTR refléte surtout la participation des fibres a
haute-AS. Une plus grande proportion de fibres a haute-AS (comme dans les basses-

fréquences chez la gerbille) se traduit donc par un rapport pic/plateau plus élevé.

Les résultats obtenus dans cette étude préliminaire sont trés encourageants. Nous
sommes enthousiastes a l'idée d'étudier les propriétés des PSTR obtenues dans un modéle
de neuropathie a dominante synaptique. Par exemple, l'invalidation du géne qui code pour
Basson se traduit par la perte des rubans ancrés a la membrane (Khimich et al., 2005, Frank
et al., 2010). Dans ce modéle, I'absence de ruban est associée a une réduction du nombre
de vésicules arrimées a la membrane et a une réduction de I'exocytose rapide observée en
début de stimulation. Dans ce modéle de synaptopathie, la PSTR devrait mettre en évidence
une diminution du pic de synchronisation et une bonne conservation du plateau. Notons
également que le codage temporel des réponses neurales pourrait étre étudié dans
différentes conditions de stimulation (signal modulé en amplitude, interrompu etc.) afin de se
rapprocher des tests psychoacoustiques également utilisés dans le cadre de I'étude des
neuropathies (détection d'une profondeur de modulation, détection d'un silence (Zeng et al.,

2005)).

5.10. Conclusion et perspectives

Ce travail de thése avait pour but de développer une nouvelle méthode d'exploration
fonctionnelle rendant compte du nombre et des propriétés fonctionnelles des fibres du nerf

auditif. Aprés avoir mis en évidence le manque de sensibilit¢é de la réponse synchrone
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actuellement étudiée en clinique, nous avons expérimenté deux nouvelles approches

potentiellement applicables a 'hnomme.

Contrairement a I'amplitude de la réponse synchrone, I'activité soutenue du nerf auditif
permet d'étudier l'activité de I'ensemble des fibres auditives. Trés sensible, cette mesure
facilite le dépistage et la quantification des pertes de fibres auditives. D'autre part, I'étude de
la PSTR permet d'étudier le codage temporel des fibres auditives. Reflétant les mécanismes

de neurotransmission, cette mesure pourrait faciliter le dépistage des synaptopathies.

Compte tenu du caractére translationnel de ce travail, les perspectives cliniques sont
prometteuses. L’application la plus évidente concerne évidemment le dépistage et la
classification des neuropathies auditives humaines (Starr et al., 1996). A plus long terme,
ces mesures pourraient étre adaptées a I'étude des fibres auditives stimulées chez les
patients implantés cochléaires. En profitant des électrodes a disposition le long de la
cochlée, ces mesures pourraient nous aider a comprendre, voire a améliorer (ajustement

des réglages), les performances de certains patients.
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Contexte : La réponse synchrone des fibres du nerf auditif, évaluée a partir de I'onde | des potentiels
d'action évoqués auditifs (PEA), ou a partir du potentiel d’action composite (PAC) du nerf auditif, est
déterminante pour le dépistage des neuropathies cochléaires. De récentes études ont toutefois
montré que le seuil et 'amplitude de cette réponse pouvaient étre absolument normaux malgré une
perte importante (désafférentation) de fibres du nerf auditif. Dans ce travail de thése, nous proposons
une nouvelle méthode d'exploration fonctionnelle, potentiellement applicable a I'hnomme, rendant
mieux compte de l'intégrité du complexe CCI - fibres afférentes.

Matériel et méthodes : Chez des gerbilles, une perte sélective de fibres du nerf auditif a été induite
par application d’une faible concentration d’ouabaine dans la niche de la fenétre ronde de la cochlée.
Cette neuropathie a été caractérisée par des comptages de synapses (immunohistochimie/imagerie
confocale 3D) et I'enregistrement de l'activité unitaire de fibres du nerf auditif. La réponse synchrone
(PAC) et la réponse soutenue du nerf auditif ont été enregistrées 6 jours aprés I'application
d’ouabaine, a l'aide d’'une électrode de recueil disposée dans la niche de la fenétre ronde de la
cochlée.

Résultats : L’application d’ouabaine induit une perte spécifique des fibres a basse activité spontanée
(AS<0,5 potentiel d’action/sec) comme observé au cours du vieillissement et aprés une surexposition
sonore. La disparition de cette population de fibres est indétectable a l'aide du PAC car leur réponse
unitaire est a la fois retardée et désynchronisée. L’amplitude de la réponse soutenue du nerf auditif se
révéle étre un bien meilleur indicateur de la perte des fibres a basse activité spontanée. Pour aller plus
loin, nous avons exploré une méthode permettant d’étudier le décours temporel de l'activité des fibres
auditives. Cette approche rend compte des mécanismes de fusion vésiculaire (libération rapide et
soutenue) de la premiére synapse auditive.

Conclusion : L’analyse de la réponse soutenue du nerf auditif facilite le dépistage et la caractérisation
des pertes de fibres auditives. D'autre part, I'analyse de la réponse temporelle de ces fibres permet
d'étudier la neurotransmission de la premiére synapse auditive. Appliquée a I'homme, cette méthode
devrait améliorer le dépistage des neuropathies cochléaires, avec une meilleure différenciation des
atteintes d’origine synaptique et/ou neuronale.

Mots clés : cochlée, nerf auditif, potentiel d’action composite, activité soutenue du nerf auditif,
enregistrements unitaires, ouabaine, neuropathie.

Background : The synchronous activation of the auditory nerve fibers (ANFs), is commonly studied through the
compound action potential (CAP), or the auditory brainstem responses (ABR), to probe deafness in experimental
and clinical settings. Recent studies have shown that substantial ANF loss can coexist with normal hearing
threshold, and even unchanged CAP amplitude, making the detection of auditory neuropathies difficult. In this
study, we took advantage of the round window neural noise (RWNN) to probe ANF loss in a physiologically-
relevant model of neuropathy.

Material and methods : ANF loss was induced by the application of ouabain onto the round window niche. CAP
and RWNN of the gerbil’s cochlea were recorded through an electrode placed onto the round window niche, 6
days after the ouabain application. Afferent synapse counts and single-unit recordings were carried-out to
determine the degree and the nature of ANF loss, respectively.

Results : Application of a low ouabain-dose into the gerbil RW niche elicits a specific degeneration of low
spontaneous rate (SR) fibers, as shown by single-unit recordings. Simultaneous recordings (CAP/single-unit)
demonstrate that low-SR fibers have a weak contribution to the CAP amplitude because of their delayed and
broad first spike latency distribution. However, the RWNN amplitude decreases with the degree of synaptic loss.
The RWNN method is therefore more sensitive than CAP to detect low-SR fiber loss, most probably because it
reflects the sustained discharge rate of ANFs. Based on these data, we proposed a far-field method (Peri-
stimulus time response-PSTR) to assess the fast and sustained vesicular release at the first auditory synapse.

Conclusion : The round window neural noise is a faithful proxy to probe the degree and the SR-based nature of
fiber loss. This method could be translated into the clinic to probe hidden hearing loss and orient the practitioner
toward synaptopathy and/or neuropathy.

Key words: Cochlea, auditory nerve, compound action potential, round window neural noise, single fiber
recording, ouabain-induced neuropathy
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