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Résumé

Contexte : La compréhension de la parole dans le silence est dépendante des
mécanismes de codage de I'enveloppe temporelle du signal sonore. Une anomalie
du codage (d'origine infectieuse, immunitaire, génétique, tumorale, ou
environnementale) entraine irémédiablement une diminution des performances
audiométriques vocales. Les méthodes d’exploration fonctionnelle de la cochlée
(potentiels d’action composite du nerf auditif, potentiel évoqués auditifs précoces)
utilisent des stimuli sonores simples (clics, bouffées tonales) pour détecter une
anomalie de codage des indices temporels. Le but de cette étude était de
développer une méthode électrophysiologique capable de mesurer les réponses du
nerf auditif & des stimuli modulés en amplitude.

Matériel et méthodes : La réponse électrophysiologique du nerf auditif a été mesurée
a I'aide d'une électrode placée sur la niche de la fenétre ronde de la cochlée de
gerbilles et de rats vieillissants. Les stimuli acoustiques consistaient en des bandes de
bruit de 20 secondes modulées sinusoidalement en amplitude et centrées sur 4, 8 et
16 kHz. Nous avons étudié le niveau, la profondeur de modulation, la fréquence de
modulation et la fréquence porteuse.

Résultats : Notre étude sur le modéle de perte sélective neuronale (ouabain) montre
que I'analyse des potentiels globaux cochléaires permet de détecter une perte de
filores a basse activité spontanée dans le nerf auditif, résultat important car
indétectable (« surdités cachées »n) actuellement avec les tests utilisés en routine en
clinique (EcoG et PEA) (Batrel, Huet, Hasselmann et al, Plos One 2017). Ensuite, en
combinant le stimulus de cette éfude avec une fonction sinusoidale, nous avons
développé et validé une méthode pour évaluer la qualité de codage de I'enveloppe
par le nerf auditif. Nous avons appliqué cette méthode sur un modele de vieillissement
(rat Sprague-Dawley). Nos résultats suggerent que le viellissement entraine une
modifcation du phénotype des fibres du nerf auditif sans pertes de fibres associées
(article Occelli, Hasselmann et al, soumis & eNeuro).

Conclusion : Nofre travail démontre qu'il est indispensable d'élargir le nombre de
techniques d’'exploration fonctionnelle de la cochlée car les tests utilisés en routine en
clinigue ne permettent pas de déceler des déficits subtils d’encodage dans le nerf
auditif. La mesure de I'activité soutenue des fibres permet de détecter la perte
sélective des neurones a basse activité spontanée, indétectable avec les méthodes
classigues. Le changement de phénotype des fibres observé au cours du vieillissement
du rat Sprague-Dawley est détectable avec notre méthode alors qu'il ne I'est pas
avec le potentiel d'action composite du nerf auditif.

Mots clés : Enveloppe temporelle, fibres du nerf auditif, modulation d'amplitude




Summary

Background: Speech intelligibility in quiet is critically dependent on the temporal
envelope of a sound signal. An abnormal coding of this temporal cue (due to
infectious, immune, genetic, fumoral or environmental of origin) implies a decrease of
speech recognition scores. The current proxy to probe deafness in clinical framework
(Compound Action Potential of the auditory nerve, auditory brainstem responses) uses
simplistic stimuli (clicks, tone bursts) to detect a such abnormal coding of the temporal
cues. The aim of this study was to develop a new electrophysiology method in murins

able to measure the auditory nerve responses to amplitude-modulation stimuli.

Material and methods: The electrophysiology response of the auditory nerve was
recorded using an electrode implanted onto the round window niche on normal-
hearing gerbil cochlea and aging rat cochlea. The acoustical stimuli consisted of 20
seconds sinusoidally amplitude-modulated noise-band centered on 4, 8 and 16 kHz.
We have studied varying sound level, the modulation depth, the modulation

frequency and the carrier frequency.

Results: Our study on the selective fiber loss ouabain model show the mass potentials
recorded at the round window enable the detection of low spontaneous rate fibers in
gerbil auditory nerve. This result is important because the current clinical used tests
aren’t enough sensitive to detect a such coding impairment (CAP, ABR) (Batrel, Huet,
Hasselmann et al., 2017). Then we combined the stimulus of this previous study with a
sinusoidal function to develop a new method to assess the envelope coding by the
auditory nerve. We validated this new method. Last, we used our method on an aging
model (Sprague-Dawley rat). Our results suggest aging leads to a phenotype change
of auditory nerve fibers without associated fiber loss (arficle Occelli, Hasselmann et al,
submitted to eNeuro).

Conclusion: Our study shows it's indispensable to expand the number of tools to probe
the cochlea because the current clinical used tests aren’t enough sensitive to detect
subtle deficits of encoding in the auditory nerve. The recording of the fiber sustained
activity enable to detect the selective loss of low-spontaneous rate neurons. A such
loss is undetectable with classical clinical tools. The phenotype change of fibers we
observed in aging Sprague-Dawley rats is detectable with our method whereas it's not

using the compound action potential of the auditory nerve.

Key words: Temporal Envelope, Auditory Nerve Fibers, Amplitude Modulation.
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1. Infroduction

La cochlée est l'organe périphérique de l'audition ayant pour fonction de
transformer le signal sonore en un message nerveux interprétable par le systeme
nerveux central. Quatre rangées de cellules ciliées sont disposées tout au long de la
cochlée. Parmi ces cellules ciliees, on distingue : 1) les cellules ciliees externes (CCE, 3
rangées) qui augmentent l'amplitude et la sélectivité fréquentielle de la stimulation
mécanique ; et 2) les cellules ciliees internes (CCl, 1 rangée) qui assurent le fransfert
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 audififs), 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 I'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 afteindre 50% (Kujawa and Liberman, 2009; Bourien et al., 2014). Cette
difficulté réside dans le fait que les fibres les plus sensibles au bruit (Furman et al., 2013)
ou au vieillissement (Sergeyenko et al., 2013) sont celles qui codent pour les seuils
audiométriques les plus élevés. Ce faisant, I'audiométrie qui ne teste que les seuils
liminaires ne rend pas compte de la perte des fibres codant pour les fortes intensités
de stimulations. L'autre difficulté est que les tests électrophysiologiques comme les
potentiels évoqués auditifs (PEA) du tronc cérébral ou le potentiel d’action composite
(PAC) du nerf auditif reposent sur I'enregistrement de I'activité synchrone des fibres
du nerf auditif. Dans ce cas, un nombre restreint de fibres répondant en synchronie
suffisent & évoquer une réponse électrophysiologique. De plus, les fibres codant les
fortes intensités ne répondent pas de maniere synchrone & la stimulation sonore,
rendant difficile leur détection dans les réponses électrophysiologiques classique (PAC

et/ou PEA).




Cette difficulté nous a donc incité a développer un test électrophysiologique,
non plus basé sur une réponse synchrone, mais sur I'activité soutenue (asynchrone)
des fibres du nerf auditif en réponse d une stimulation acoustique. Cette technique a
été utilisée pour le monitoring de I'activité spontanée (Cazals et al., 1998) et évoquée
du nerf auditif (Cazals and Huang, 1996). Contrairement & la réponse synchrone
menée dans le domaine temporel, I'analyse de la réponse soutenue est conduite
dans le domaine fréquentiel. Nous avons ensuite étendu cette technique a
I'évaluation de la modulation I'amplitude (enveloppe temporelle) des signaux
acoustiques par le nerf auditif. La méthode a été mise au point et testée sur des
gerbilles jeunes. Nous avons ensuite comparé la sensibilité de cette méthode avec
I'amplitude du potentiel d'action composite (PAC) chez des rats au cours du
vieillissement. L'ensemble de nos résultats démontrent que ses nouvelles techniques
électrophysiologiques permettent de déceler des défauts de codage indétectables
avec les techniques d’exploration fonctionnelle existantes mais qui pourraient

expliquer certains déficits auditifs chez I'nomme (Starr et al., 1996; Zeng et al., 2005).




2. Rappels

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 pyPa 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 tfransformer
ces sons, l'oreille des mammiferes est constituée de tfrois parties (Figure 2.1) : I'oreille

externe, l'oreille moyenne et l'oreille interne, ayant chacune des réles 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, quila sépare de I'oreille moyenne (Figure
2.1). L'oreille externe se comporte comme une antenne acoustique : le pavillon,
associé au volume crénien, 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 & 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, 'nomme doit
tourner toute la téte pour orienter ses pavillons. Leur implantation et leur relief
participent cependant d des mécanismes monauraux de localisation des sources
sonores. Légerement dirigés vers I'avant, ils permettent de distinguer les sons issus d'une

source située droit devant de ceux issus d'une source située droit derriere.
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Figure 2.1: L’organe périphérique de Il'audition. Le systéme auditif périphérique permet la
transformation des vibrations sonores en un systeme bioélectrique interprétable par le systéeme
nerveux central. Ce systeme 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, '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 I'oreille externe et I'oreille
inferne (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 frompe d'Eustache qui assure
I'équilibre de pression de part et d'autre du tympan. L'oreille moyenne joue un double
réle de transmission et de protection. Lorsque le tympan vibre sous l'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
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qui fransforme les oscillations du tympan en un mouvement de piston de la plague de
I'étrier dans la fenétre ovale. Le rapport des surfaces tympan/fenétre ovale (>20/1)
permet une amplification qui assure le tfransfert 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 tres 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 G un niveau sonore supérieur a 70 dB. En augmentant la
rigidité du systeme, 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 d 40 ms et n'atteint son
maximum qu'apres 90 a 100 ms. De plus, le muscle de ['étrier se reldche par fatigue
apres 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
I'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 ['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.
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Lorsque les liquides de I'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 & 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 lI'apex de la 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 epaisse. Cette
théorie de I'onde propagée (von Békésy, 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.

hélicotréme 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 hélicotreme. 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 l'organe de Corti, organe sensori-nerveux de la cochlée, siege des cellules
ciliées. Cet épithélium sensoriel est innervé par les neurones auditifs primaires. Dessin Stéphane Blatrix
- site « Voyage au centre de I'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 different 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 I'endolymphe, un potentiel
endolymphatique de +80 mV. Ce potentiel endocochléaire est la somme de deux
potentiels : 1) un potentiel positif (120 mV), d0 & 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) dU 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 électrochimique du potassium

Il semble que la cochlée ait frouvé le moyen de faire entrer et sortir le potassium
des cellules sensorielles sans dépense d'énergie. Enrégle générale, siun ion entre dans

une cellule de maniéere passive, il sortira de maniere active et vice versa.

Cependant, au niveau de l'organe de Corti, seul le pdle apical des cellules
ciliées baigne dans I'endolymphe frés riche en potassium (150 mM). Lorsque I'organe

de Corti est mis en mouvement, le déplacement des cils des cellules sensorielles ouvre
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les canaux cationiques sensibles a I'étirement. Avec un potentiel endocochléaire situé
aux environs de +80 mV chez 'lhomme, et un potentiel de membrane des cellules
ciliées situé entre -70 mV et -55 mV, I'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 l'endolymphe aurait pour effet de limiter la

dépolarisation, et donc l'activité des cellules sensorielles.

La sortie de ces ions potassiques se fait également de maniere passive puisque
leur concentration est plus grande a lintérieur de la cellule ciliee (150 mM) qu'a

I'extérieur de son corps cellulaire qui baigne dans la périlymphe (5 mM).

rampe vestibulaire canal cochléaire

(Périlymphe) (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 (CC/) 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 I'organe de Corti par
I'nabenula 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.
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2.2.1.2. Importance de 'homéostasie potassique

La strie vasculaire force les ions K+ a passer du plasma sanguin dans
I'endolymphe et lesions Na+ & 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 estimportant car la réduction du potentiel endocochléaire
et/ou de la concentration potassique de I'endolymphe altere 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, I'inactivation des genes KCNQ1/KCNET codant pour
le canal potassique KCNQ1 et sa sous-unité régulatrice KCNET1, 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 gene SLCI12A2 codant pour le co-transporteur Na*-K+-2CIl- 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 'noméostasie
potassique dans la cochlée est également mise en évidence par les études bloquant
les pompes Na*, K*-ATPase par diffusion d’ouabadine 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 fransduction des informations mécaniques en signaux électrochimiques est
assurée par les cellules sensorielles. Ces dernieres sont nommeées cellules ciliées car
leur pble apical (plague cuticulaire), en contact avec l'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 facon homogene (Kozlov et al., 2007). lls sont reliés entre eux par de
nombreux liens fransversaux 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 AQussi.

Il existe deux types de cellules ciliées disposés de part de d'autre du tunnel de
Corti. Les cellules ciliees externes (CCE), situées sur le bord externe de la spirale
cochléaire, sont organisées en frois rangées (Figure 2.3). Dotées de propriétés
contractiles, ces cellules augmentent 'amplitude et la sélectivité fréquentielle de la
stimulation. Les cellules ciliées internes (CCl), 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 l'information sonore.

Stéréocils ——— 7/

€L,

Plaque _‘
cuticulaire

e CCE'a

- =

P ® Prestine

) -

=) A

@ )

=) =)

noyau

Fibres du nerf 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. Réle 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 d I'apex de la cochlée. Le
noyau des CCE est situé a la base des cellules (Figure 2.4), juste au-dessus du
compartiment synaptfique 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 l'organisme, permet aux CCE de se

confracter.

Electromotilité des CCE :

C'est sur des CCE dissociées que I'électromotilité a été découverte en montrant
qgue les CCE se raccourcissent en réponse a une dépolarisation et a l'inverse
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 ['électromotilité apres digestion des réseaux
cytosquelettiques sous membranaire, par dialyse intracellulaire de frypsine, 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 & l'origine de I'électromotilité (Zheng et al., 2000). On considere
aujourd'hui que la dépolarisation de la CCE (entrée de K* au moment de la stimulation

sonore) modifie la conformation de cette protéine transmembranaire.
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A linverse des canaux ioniques sensibles au potentiel, la détection du potentiel
transmemlbranaire est étroitement associée aux ions CI- intracellulaires (Oliver et al.,
2001). Le déplacement de ces anions de leurs sites de liaison & la prestine vers
lintérieur du cytoplasme serait responsable du raccourcissement de la protéine, et
donc du raccourcissement de la CCE. A linverse, lorsque la CCE se repolarise, les
anions se lient a 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 enfrainent I'excitation des CCI.

L'amplificateur cochléaire :

Quand les CCE sont soumises a un courant alternatif allant jusqu'a 70 kHz, leurs
parois se confractent et se décontractent bien cycle par cycle. Ainsi, I'électromotilité
peut opérer a des fréquences frés élevées et pourrait expliquer I'existence de
I'amplificateur cochléaire pour I'ensemble des fréquences audibles. Associé a cette
électromotilité, un phénomeéne d'inhibition latérale pourrait également participer d la
sélectivité en frequence. En effet, la contraction d’'une CCE en réponse & 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 frequence (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 gu'elle ne laisse passer sans déformation que des fréquences
électriques inférieures a 1 kHz. Il y a 1d un véritable paradoxe, puisque I'électromotilité
apparait durant I'évolution chez les mammiferes, quand l'organe auditif devient
sensible aux sons de haute fréquence. Or, elle ne pourrait agir qu'd basse fréquence
a cause de la contrainte imposée par la constante de temps de la membrane.
Plusieurs hypotheses 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
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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 hypothese alternative a été proposée, placant
I'amplificateur dans la touffe ciliaire. Cette hypothese 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). En réponse & 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 I'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 gu'il en soit, les CCE sont indispensables & la fonction d'amplification
cochléaire (Dallos and Harris, 1978). Cette amplification justifie : 1) la grande sensibilité
de l'oreille interne : le gain obtenu par le mécanisme d'amplification est de 100 & 1000
en pression, c'est-a-dire de 40 a 60 dB, 2) la non-linéarité de '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 ciliée répondant
préférentiellement d une fréquence donnée. Etant donné que les CCE assurent un
meilleur couplage entre la membrane basilaire et la membrane tectoriale & 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 réfrograde vers la
fenétre ovale, puis a travers 'oreille moyenne et le conduit auditif externe ou on peut

les enregistrer au moyen d'un microphone. Leur présence témoigne de l'intégrité des
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CCE.Siles CCE sont absentes ou Iésées, une surdité allant jusqu'd 50 dB sera combinée

d une mauvaise sélectivité en fréquence et d I'absence d'OEA.

Les OEA provoqguées par une stimulation sonore peuvent étre enregistrées &
l'aide d'une sonde placée dans le conduit auditif externe. Intégrés a cette sonde, un
haut-parleur envoie un son stimulant tres bref et un microphone recueille les OEA
emises 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).

La recherche d'OEA provoquées constitue un test simple, non invasif, rapide,
objectif et spécifique de lintégrité des CCE. Ce test est devenu un classique de
I'exploration fonctionnelle en ORL, notamment dans le cadre du dépistage d'un

probleme 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 fréequences f1 et 2 proches
(conventionnellement, f2>f1) et de niveaux L1 et L2, soit égaux, soit Iégerement
asymétriques (L1>L2). Les CCE sont la cible de I'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 I'onde
acoustique au voisinage de cette fréquence, le fait de recevoir deux fréquences f1
et 2 leur fait engendrer des PDA aux fréquences combinaisons entieres de f1 et f2. Le
PDA correspondant a 2f1-f2 est le plus ample chez I'hnomme 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 f2.
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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 I'homme, les CCl sonft situées sur le
bord interne de I'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 CCl sont
les véritables cellules sensorielles. Elles assurent a la fois la transduction de la vibration
meécanique en signal électrique et le transfert de I'information par la libération de
neurotransmetteur vers les neurones auditifs primaires (Moser and Beutner, 2000;
Glowatzki and Fuchs, 2002).

De la méme facon que pour les CCE, chaque CClI répond préférentiellement a
une fréquence donnée. Les stéréocils des CCl n'étant pas ancrés a la membrane
tectoriale, leur déflection est favorisée parle contact direct avec la bande de Hensen
de la membrane tectoriale. L'ouverture des canaux mécano-sensibles des stéréocils
entraine I'enfrée de potassium dans la cellule. La dépolarisation de la CCl 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 synaptiue 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;
ZLenisek et al., 2003; Frank et al., 2009; Meyer et al., 2009).

2.2.2.3. Potentiels de recepteur des cellules ciliees

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
infracellulaire, aussi appelé potentiel de récepteur. Cette réponse électrique a une

stimulation acoustique peut étre enregistrée grce a une électrode placée
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directement dans la cellule. Les premiers enregistrements effectués (Russell and Sellick,
1978) ont constitué une étape importante dans la compréhension de la physiologie
de [l'audition. Ces enregistrements ont notamment révélé ['étroite sélectivité
fréquentielle des CCI (Figure 2.5A). Le potentiel de récepteur des cellules ciliees
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.
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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 et continues dépendent de la fréquence de
stimulation et du type de cellule ciliée (CCE vs CCl). La composante alternative est
plus importante dans les CCE que dans les CCI, tandis que la composante contfinue
est prépondérante dans les CCI. D'autre part, 'amplitude de la composante continue

croit avec la fréquence, tandis que la composante alternative est majoritaire pour les
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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
l'onde sonore), la CCl se dépolarise et libere 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 contfinue (DC) est alors
prédominante et les CCl codent l'enveloppe de la stimulation sonore. Les
composantes alternatives (AC) et confinues (DC) du potentiel de récepteur
infracellulaire sont & la base des potentiels globaux sensoriels, que sont les potentiels

microphoniques et de sommation.

2.2.3. Les synapses a ruban des cellules ciliées

Chaqgue 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.

2.2.3.1. Organisation des synapses a ruban

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

présence des rubans synaptiques.

La protéine Ribeye est I'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 & la membrane plasmique.
L'invalidation du gene 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.
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Les synapses d rubans sont concentrées au pdle baso-latéral des CCl avec une
distance inter-synapse de 2 um (Meyer et al., 2009). Parmi le nombre total de rubans
contenus dans une cellule, 5% sont localisés dans le cytoplasme (rubans flottants
cytoplasmique) et refletent 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 CCI
montre 4 types de vésicules (Figure 2.6): 1) des vésicules cytoplasmiques dont le
déplacement est aléatoire (Holf et al., 2004), 2) des vésicules liees 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

d la membrane plasmique (Lenzi et al., 1999, 2002).

L'entrée de calcium provoque la fusion des vésicules d la membrane et la
libération du glutamate dans la fente synaptique. Les canaux calciques de type L des
CCl sont exclusivement formés de la sous-unité Cav1.3 en association avec la sous-
unité auxiliaire B2 (Platzer et al., 2000; Brandt et al., 2003; Sidi et al., 2004; Neef et al.,
2009). Une mutation du gene codant pour la sous-unité Cav1.3 est responsable d'une
surdité associée a une bradycardie (Baig et al., 2011). La distribution des canaux
calcigues Cav1.3 d la membrane plasmique est assurée par la protéine Harmonine,
dont la perte de fonction est a '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 CCl adultes sous
la forme de bande, en dessous du ruban synaptique (Frank et al., 2010; Wong et al.,
2014).

L'Otoferline, a I'origine d'une surdité non-syndromique DFNB? (Yasunaga et al.,
1999), est fortement exprimée par les CCl. 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 CCl (Obholzer et

al., 2008; Ruel et al., 2008; Seal et al., 2008). Une mutation du gene SLC17A8 codant
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Vglut3 est a l'origine d'une surdité non-syndromique DFNA25. La souris dont le gene
Slc17a8 a été invalidé présente une surdité sévere (qui provient de l'absence de
glutamate intra-vésiculaire). A linverse, 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 I'absence de stimulation sonore,
le mouvement brownien des stéréocils (Jaramillo and Wiesenfeld, 1998) maintient le
potentiel de membrane des CCl 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 l'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).

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)
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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 (~9 ms) d'un
nombre limité de vésicules synapfiques (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 &
l'identification du contingent de vésicules dont la libération est rapide, il a été proposé
que la déplétion de ces vésicules soit a I'origine de 'adaptation rapide des fibres du

nerf auditif (Moser and Beutner, 2000).

2.2.3.3. Hetérogénéite des synapses

Il existe une forte hétérogénéité de I'amplitude des influx calciques entre les
synapses d'une seule CCl. 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 linverse, une entrée calcique de faible amplitude provoquerait une exocytose
limitée et une activité réduite de la fibre afférente. Ce mécanisme pourrait expliquer
pourquoai les fibres innervant une méme CCI (méme potentiel de membrane) peuvent
présenter différentes activités spontanées. Il est également cohérent avec les
propriétés de codage des fibres auditives. En effet, les fibres d haute activité

spontanée sont les plus sensibles aux bas niveaux de stimulation et leur activité est
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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
conséquences physiologiques. L'amplitude des influx
calciques (fleches rouges) pourrait déterminer
['activité spontanée des fibres du nerf auditif. D'autre
part, la forme et les cinétiques d'activation des
courants excitateurs post-synaptiques (EPSC, en noir)
seraient a I'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 diameétre. 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 diameétre
et elles sont connectées a des rubans compacts de
petite taille (Liberman et al., 2011). 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 densités post-
synaptiques et de l'activité des fibres du nerf auditif
(Meyer et al., 2009).
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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 I'activité

d'un bouton afférent montre une forte variabilité de l'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).
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2.3. Neurones cochléaqires

2.3.1. Innervation de I'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
l'organe de Corti, au contact des cellules ciliees, 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 |, innervant
respectivement les CCl et les CCE. L'innervation efférente provient de deux systemes
dont les corps cellulaires sont originaires de I'olive bulbaire. Le systeme efférent médian
innerve directement les CCE, tandis que le systeme 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 & peine 5% de la population neuronale de cette
structure (Spoendlin, 1969, 1972).

Le diametre et la surface du corps cellulaire des neurones de type Il sont plus
petits que ceux des neurones de type |, et confrairement a ces derniers ils ne sont pas
myélinisés (Kiang et al., 1982). Le prolongement périphérique de ces neurones est
ramifié. Chagque 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 rble 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 I'ATP, connu pour étre libéré lors de

tfraumatisme sonore.

cd

Nerf Vestibulaire Nerf Auditif

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 systéeme efférent latéral (représenté en rouge) est
issu des neurones de I'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 systéme afférent spiral (représenté en bleu ciel). Les cellules ciliées externes sont
directement innervées par le systéme 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).
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Systeme efférent médian :

L'innervation efféerente des CCE est assurée par le systeme 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
systeme efférent médian s'effectue par I'infermédiaire de grosses terminaisons
axonigues. Le neurofransmetteur utilisé par le systeme efférent médian est
I'acétylcholine (Bobbin and Konishi, 1971; Housley and Ashmore, 1991; Kujawa et al.,
1993; Erostegui et al., 1994a; Kujawa et al., 1994; Blanchet et al., 1996; Oliver, 2000).
Libérée par le systeme efférent médian, l'acétylcholine active des récepteurs
nicotiniques a9 et a10. Ces sous-unités nicotiniques conferent aux récepteurs des CCE
un profil pharmacologique particulier : ces récepteurs sont bloqués par la strychnine
(antagoniste glycinergique), par la bicuculline (antagoniste gabaergique), par la
nicofine et la muscarine (Fuchs and Murrow, 1992; Kujawa et al., 1993; Elgoyhen et al.,
1994; Erostegui et al., 1994b; Kujawa et al., 1994; Elgoyhen et al., 2001). L'activation
d'a9-a.10 parl'acétylcholine entraine une entrée de calcium, qui d son tour active des
canaux potassiques sensibles au calcium SK2 (Erostegui et al., 1994b; Blanchet et al.,
1996; Evans, 1996; Yuhas and Fuchs, 1999; Oliver, 2000). Ces derniers assurent la sortie

de potassium et par conseéquent entrainent I'hyperpolarisation des CCE.

En contrélant le potentiel de membrane des CCE, le systeme efférent médian
module I'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 systeme
efférent médian d’assurer une protection aux fortes intensités de stimulation (Puel et
al., 1988; Maison et al., 2003). Notons aussi que le systeme 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).

30



2.3.1.2. Innervation des cellules ciliées internes

Innervation afférente :

L'innervation afféerente des CCl 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 myélinisés de grosse taille. lls possedent
une branche périphérique unique, elle aussi myélinisée jusqu’a I'entrée de I'organe
de Corti, qui projette vers les CCl 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 CCl chez I'homme). Ainsi, chez I'homme, il
existe environ 30000 neurones de type | pour 3500 CClI. 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 GIuR 2-3 (Matsubara et al., 1998;
Khimich et al., 2005; Nouvian et al., 2006).

Systeme efférent latéral :

Les fibres du systeme 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 I'olive supérieure latérale située dans le tronc
cérébral. Le systeme efférent latéral utilise plusieurs neurotransmetteurs dont
I'acétylcholine, le GABA, la dopamine, et des neuromodulateurs dont le CGRP, les
enképhalines et les dynorphines (Eybalin, 1993; Puel, 1995). Son réle 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
I'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
um?) 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 diametre (rapport des
diametres central/périphérie de I'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
periphérique compte 3 segments myélinisés de 150 a 200 um I'unité contre 7 a 12
segments myélinisés de 300 a 400 um ['unité pour l'axone central. Les segments
myélinisés sont séparés par un nceud de Ranvier d'un micrometfre de longueur et
caractérisé par un réfrécissement du diametre du neurone (Liberman and Oliver,
1984). Les nceuds de Ranvier qui bordent le corps cellulaire sont plus longs et peuvent
atteindre une dizaine de micrometres 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 d basse activité

32



spontanée est caractérisé par: i) une innervation de la CCl cbété modiolus, i) une
faible densité de récepteurs post-synaptiques, iii) un petit diametre axonal et iv) peu
de mitochondries. Tandis qu'un neurone 4 haute activité spontanée est caractérisé
par : i) une innervation de la CCl cété pilier, ii) une forte densité de récepteurs post-
synaptiques, iii) un plus gros diametre 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 & 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
d basse activité spontanée ont un plus grand nombre de terminaisons nerveuses
destinées d 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 & haute- activité spontanée, s'\accompagnent

de différences fonctionnelles.

2.3.2.2. Enregistrements unitaires

Les premiers enregistrements de |'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 mammiferes, les résultats obtenus sur une espece peuvent
étre extrapolés a une autre espece car les propriétés des réponses unitaires sont
comparables. Il faut noter que la plupart, sice n'est la totalité des enregistrements sont
effectués sur des neurones provenant des cellules ciliées internes, car ils constituent
pres de 95% du nerf auditif (Spoendlin, 1969, 1972). L'amplitude des réponses

enregistrées est de '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
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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 gu'ils peuvent étre classés en 3 groupes fonctionnels selon leur activité

spontanee (AS).

On distingue ainsi les neurones a haute-AS (> 18 PA/s), dont I'activité augmente
des les bas niveaux de stimulation, les neurones a basse-AS (< 0,5 PA/s), dont I'activité
n'‘augmente qu'a hauts niveaux de stimulation, et les neurones & 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 homogéene entre
espece (voir Table 2.1) avec une forte majorité de fibres d haute activité spontanée
(60 - 75%) et une minorité de fibres a basse activité (10 - 16%). Il n'existe pas de
données expérimentales chez I'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 infra cochléaire de dopamine
(neurotransmetteur du systéme 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 I'inverse, I'application
d’antagonistes de la dopamine provoque une augmentation de I'activité spontanée
des neurones auditifs primaires et une amélioration de la sensibilité au seuil. Dans cette
derniere expérience, I'augmentation de I'activité spontanée reflete probablement
une levée d'inhibition tonique au niveau du site d'initiation du message auditif (Ruel
et al., 2001).
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Tableau 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.

Haute- Moyenne- Basse-

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

(Taberner and Liberman,

Souris 9000 51 % 49 (AS <20 PA/s)
2005)

(Taberner and Liberman,

Rat 14000  55% 45 (AS <20 PA/s)
20095)

2.3.2.3. Réponses des fibres en fonction de la fréequence

En général, les fibres auditives répondent & 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 CCl qu'elle innerve surla membrane basilaire
(carte tonotopique cochléaire). Aux plus bas niveaux de stimulation, la fibre ne
répond qu'd cette fréquence de stimulation. Cependant, & mesure que le niveau de
stimulation s'éléeve, 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

filore au-dessus de son activité spontanée (Figure 2.9).

35



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

110 dégradation de l'analyse
100 L : fréquentielle du message sonore.
9% ' Figure 2.9: Schéma représentant la
- I ! R TTT T TTn I \ ,
& ol | | \ forme d'une courbe d'accord (courbe
@ YT ! de seuil) pour une fibre de fréquence
- 70k '\":I':J'lmmmm | caractéristique (FC) égale a 10 kHz.
5 | Cette figure schématise le domaine de
*g 60 w1} repon§eld'une fibre dan§ le plan fréquen\ce-
5 L intensité. La courbe noire correspond a la
g 50k ! ! ! courbe de seuil représentant le niveau
© II|I|I|”|1|I|J|J . d'intensité nécessaire, a chaque fréquence,
2 40k Ll | pour provoquer une augmentation du
< I rythme de décharge de la fibre au-dessus
30k de son activité spontanée. Les tirets rouges
"" ' | ! représentent les potentiels d'action émis
20 %:IJ | par la fibre. Plus ils sont rapprochés, plus I?
Seuil — |- [ ~ taux de décharge de la fibre est élevé. A
10 Lo mesure que le niveau de stimulation
I 1 I I s'éleve, la fibre répond a une plus large
111 1 J gamme de fréquences. (Schéma inspiré de

FC Fréquence (kHz)

Evans and Klinke, 1982))
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Pour les basses fréquences de stimulation, le codage fréquentiel est accentué
par une synchronisation des décharges d 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 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
l'augmentation du niveau de stimulation acoustique (Figure 2.10A). On distingue
généralement 3 phases 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 & la stimulation et ce malgré '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 enintensité d'une fibre
(20 & 40 dB) est fres limitée par rapport a la dynamique en intensité du champ audible

(environ 100 dB).

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 l'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 I'onde sonore, en commencgant par les fibres a bas seuils (fibres a haute-AS, Figure
2. 10B), puis les fibres & plus hauts seuils (moyenne- et basse-AS, Figure 2.10B). 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.
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A. Etude du codage en intensité B. Classification fonctionnelle
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Figure 2.10 : 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 a moyenne activité spontanée (0,5 < AS < 18 PA/s, bleu) codent les niveaux intermédiaires
(Liberman, 1978).

2.3.2.5. 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'nyperpolarise durant les phases de condensation. Il en
résulte une libération accrue du neurofransmetteur, donc une accélération des
décharges durant la phase de raréfaction, et une rétention du neurotransmetteur,

donc une diminution de l'activité spontanée de la fibre, lors de la phase de
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condensation. Ainsi, les potentiels d'action générés par la fibre se concentrent autour

des phases de raréfaction de I'onde sonore (phénomeéene de verrouillage de phase).

Pour les basses fréquences de stimulation, les potentiels d'action peuvent étre
émis  chaque cycle de I'onde sonore, ou de facon plus espacée mais toujours dans
la méme phase de I'onde sonore (Figure 2.11). 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 systeme nerveux détecte une

fréquence de décharge identique a celle de la stimulation sonore (Rose et al., 1967).

Pour les hautes fréquences de stimulation (> 2 kHz), 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 & 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
2.12B), le taux de décharge de la fibre diminue puis devient globalement constant
pendant toute la durée de la stimulation. 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 & une activité plus aléatoire mais globalement soutenue
reflete 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
CCI. On parle d'adaptation pour désigner la diminution du taux de décharge de la

fibre observée apres 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 & partir par
des trains de PA générés par une fibre lors d'une stimulation itérative. Avant le début
de la stimulation, ce PSTH représente I'activité basale (AB) de la fibre (Figure 2.12). Pour
des stimulations rapprochées dans le temps, cette activité basale aura tendance a

étre inférieure a l'activité spontanée de la fibre. En réponse & une haute fréquence
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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).

Onde sonore : 420 Hz
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Figure 2.11 : Verrouillage de phase pour les basses fréquences de stimulation. Cet exemple présente
I'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).

Lorsque lintervalle de temps compris enfre 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 d 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
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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 2.12 : 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 premieres 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).

Codage de I'enveloppe temporelle :

D’'un point de vue acoustique, un signal de parole est composé de motifs
spectro-temporels complexes. Paradoxalement, malgré cette richesse temporelle et
specftrale, des expériences psychoacoustiques ont démontré que la reconnaissance

de la parole dans le silence repose principalement sur les indices temporels avec un
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role prépondérant de I'enveloppe (Shannon et al., 1995 ; Smith et al., 2002). Dans
cette étude, les auteurs ont utilisé des vocodeurs pour dégrader le contenu spectral
d'un signal de parole tout en préservant I'enveloppe. Les performances de
reconnaissance de paroles sur signaux vocodés en utilisant seulement 4 bandes de
bruits étaient remarquablement élevées démontrant ainsi le réle prépondérant de
I'enveloppe temporelle. Les performances des sujets implantés cochléaires en sont
également la preuve puisque quelques canaux fréquentiels de stimulation suffisent &

restituer la compréhension de la parole chez des sujets sourds.

Les fluctuations d'enveloppe de la parole se produisent généralement a des
fréquences comprises entre 2 Hz et 50 Hz (Rosen, 1992). De nombreuses études ont été
menées dans le but d'identifier les mécanismes physiologiques de codage et de
décodage de I'enveloppe temporelle (Joris et al., 2004). Une approche
expérimentale simple consiste a présenter un son haute fréquence modulé en
amplitude par une enveloppe basse fréquence puis de calculer l'indice de
synchronisation entre I'enveloppe et la réponse nerveuse (Dreyer and Delgutte, 2006).
Des études basées sur des enregistrements unitaires de fibres du nerf auditif ont montré
qu'une population de fibres (les fibres a basse activité spontanée (<0,5 spike/s)
caractérisées par un haut seuil d'activation) était particulierement apte & coder
I'enveloppe (Joris and Yin, 1992; Cooper et al., 1993). Comparé a la population des
filores & haute activité spontanée (>18 spikes/s) qui contribue au codage du seuil
auditif, le taux de décharge des fibres a basse activité spontanée suit I'enveloppe sur
une plus grande dynamique sonore. Par ailleurs, il a été démontré que cette
population de fibres était également la plus sensible au traumatisme sonore (Furman
et al., 2013). Transposés a I'homme, ces résultats suggerent qu’un traumatisme sonore
modéré pourrait n'avoir aucun effet sur I'audiogramme mais des conséquences

importantes surle codage de I'enveloppe et donc sur la reconnaissance de la parole.

La dégradation des seuils audiométriques influence la capacité de
discrimination fine de changements fréquentiels, et la détection de modulations
d'amplitude (ou d'intensité), parametre important pour I'intelligibilité (Nelson et al.,
1983; Freyman and Nelson, 1991; Florentine et al., 1993). Indépendamment de la
dégradation des seuils, I'Gge impacte aussi la capacité de discrimination fréquentielle

et de discrimination d’intensité (He et al., 1998).

42



Cependant, méme quand leurs seuils auditifs sont normaux ou sub-normaux ou
quand leur audibilité correspond & celles des jeunes adultes, les sujets dgés peuvent
présenter une résolution temporelle dégradée (Dubno et al., 1984 ; Gordon-Salant
and Fitzgibbons, 1993; Snell and Frisina, 2000; Walton, 2010; Ruggles et al., 2012). En
I'absence de preuves de dégradation comme I'élévation des seuils auditifs prouvant
une implication périphérique, les facteurs centraux et cognitifs sont souvent invoqués
pour expliquer la baisse des performances temporelles du sujet &gé (Frisina and Frisina,
1997; Krull et al., 2013).

Récemment, suite d une étude sur le codage de I'enveloppe temporelle, il a
été avancé que la ségrégation des sons en milieu bruyant (isoler une parole parmi
d’autres paroles) pourrait provenir d'un traitement primaire périphérique cochléaire
(Parthasarathy et al., 2016).

Le codage de I'enveloppe temporelle peut étre étudié
électrophysiologiguement en mesurant I'activité synchronisé des oscillations & I'aide
des auditory steady-state response (ASSR) (pour une revue sur les ASSR, voir Picton,
2010). Tlumak et al. (2015) ont mesuré les ASSR a une fréquence de modulation (FM)
lente (5 Hz) chez des sujets jeunes, d'ages mirs et dgés. Les ASSR étaient plus amples
chez les sujets gés comparés aux sujets jeunes. Les auteurs en déduisent qu’au cours
du vieillissement la synchronisation des ondes theta est augmentée. Goossens et al.
(2016) confirme ce résultat et ajoute qu’au cours du vieillissement les ASSR sont moins

amples pour les FM supérieures a 70 Hz chez les sujets dgés que chez les jeunes.

La perte d'intelligibillité en présence de bruit de fond exprimée par les
presbyacousiques est liee en partie a la dégradation liee a I'dge du traitement
temporel (Welford, 1984; Gordon-Salant and Fitzgibbons, 1993; Schneider et al., 1994 ;
Fitzgibbons and Gordon-Salant, 1995; Turner et al., 1995; Snell, 1997; Fitzgibbons et al.,
2006; Gifford et al., 2007; Pichora-Fuller et al., 2007). L'enveloppe des sons
sinusoidalement modulés en amplitude est codée & tous les niveaux du systeme auditif
(Joris et al., 2004 ; Ter-Mikaelian et al., 2007), ou plusieurs auteurs pensent que les
circuits inhibiteurs améliorent le codage temporel (Koch and Grothe, 1998; Backoff et
al., 1999 ; Krishna and Semple, 2000; Caspary et al., 2002; Ter-Mikaelian et al., 2007).

Les humains présentent des déficits liés a I'age dans la discrimination de profondeur
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des modulations d’amplitude (Takahashi and Bacon, 1992; Leigh-Paffenroth and
Fowler, 2006) et de nombreuses autres taches de discrimination temporellement
exigeante felles que la discrimination de la parole et la localisation sonore dans
I'espace (Warren et al., 1978 ; Brown, 1984; Barsz et al., 2002). La détection d’un bref
silence (« gap detection ») est également perturbée. Le plus petit silence détecté dans
une enveloppe temporelle, en présence, ou en absence de bruit de fond (Snell, 1997)
est plus grand chez les sujets dgés, ce qui suggéere une capacité moindre de suivi

temporel des stimuli sonores.

Chezlesrongeurs, les changements neuraux dans le fraitement des signaux de
modulation d’'amplitude ont été trouvé dans le Colliculus inférieur (Palombi and
Caspary, 1996; Walton et al., 2002 ; Simon et al., 2004). Des études fonctionnelles et
neurochimiques chez I'animal suggerent que le Vvieilissement sensoriel doit
commencer par une lente et progressive déafférentation périphérique qui peut
déclencher une régulation top-down compensatrice activité-dépendante de
neurotransmission inhibitrice centrale (Caspary et al., 1990, 2002, 2005 ; Schmolesky et
al., 2000; Mendelson and Ricketts, 2001; Leventhal et al., 2003; Yu et al., 2006). Ainsi, les
déficits de traitement sensoriel central liés a I'dge observés en clinique peuvent
probablement étre attribués au moins en partie aux décréments (réductions) de la

neurotransmission inhibitrice (Betts et al., 2007).

2.3.3. Potentiels électriques globaux

Les réponses décrites jusqu'a présent sont les réponses unitaires obtenues chez
I'animal gr@ce a une microélectrode placée de facon invasive au contact d'une fibre
auditive. Chez I'nomme, seuls les potentiels électriques globaux peuvent étre
enregistrés pour étudier I'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.
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2.3.3.1. Potentiel d'action composite du nerf auditif

Le potentiel d'action composite du nerf auditif peut étre enregistré chez'nomme
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 et al., 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, l'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 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 'homme) et d'autre part, celle qui décrit,
statistiquement, le nombre de ces potentiels d'action unitaires apparaissant & chaque

instant apres la stimulation sonore (histogramme temporel de décharge).

L'enregistrement de I'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 &
I'activité des neurones cochléaires, que les potentiels de surface. Notons également
que le risque de fransfert cr@nien (réponse de l'oreille controlatérale) est négligeable

par rapport & celui rencontré avec I'enregistrement des potentiels de surface.
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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 premieres ondes Ni et Py, 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 precoces (PEAP)

Ces potentiels de surface (électrode placée au niveau du crdne) permettent
d'enregistrer 5 ondes majeures. La premiere, avec une latence d'environ 1 ms, reflete
le potentiel du nerf auditif ; les autres, celles des noyaux relais du fronc cérébral. Si la
technique d'enregistrement de I'onde | des PEAP est moins invasive que celle du PAC,
le potentiel du nerf auditif ainsi obtenu est plus délicat d analyser. En effet, les PEAP
sont de faible amplitude (< V) et nécessitent un moyennage important (1000 & 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 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, lindication essentielle est obtenue par I'augmentation du temps de
conduction centrale mesuré par I'écart enfre 'onde | (ou N1 du PAC) et I'onde V du

tronc cérébral (Portmann et al., 1980).

Les PEAP sont au ceeur 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).
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2.3.3.3. Potentiels stationnaires (ASSR)

Les ASSR différent significativement de I'ensemble des potentiels électriques
globaux, dits transitoires, discutés jusqu'd présent parce qu'ils sont évoqués par des
stimuli de longue durée. Ces stimuli consistent en une fréequence porteuse (la
fréquence audiométrique a tester) modulée en amplitude et/ou en fréquence a des
rythmes de quelques dizaines & une centaine de Hz. Les ASSR refletent 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). lIs

proviennent du cortex auditif et de I'étage mésencéphalique du fronc cérébral.

Reposant sur des stimuli de longue durée, ils possedent 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 & enrichir le tableau électrophysiologique des potentiels globaux.

2.4. La presbyacousie

Historiguement, c’est Roosa (Roosa D.B. 1885) qui le premier proposa le terme de
« Presbyacusis » pour définir la surdité liée a I'age. Cette terminologie s'est d'abord
limitée aux seuls effets de I'adge sur la fonction auditive (Eisdorfer and Wilkie, 1972;
Rahko et al., 1985 ; Pedersen et al., 1989; Hinchcliffe, 1990; Gates and Cooper, 1991).
Puis, la notion de presbyacousie a évolué pour englober les effets cumulés et de I'age.
On admet aujourd’hui que la presbyacousie, est sous la dépendance de facteurs
génétiques (polygéniques) et de facteurs environnementaux (Hawkins, 1973; Willott et
al., 2001). La complexité de cette pathologie est liée a la superposition des effets du
vieillissement général de I'individu et de gene de susceptibilité ou de résistance de la

cochlée au bruit et/ou aux drogues ototoxiques.
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Figure 2.13 : Facteurs a l'origine de la presbyacousie. La presbyacousie se caractérise par une perte
progressive de l'audition prédominante sur les fréquences aigues. On parle de pathologie
multifactorielle car elle releve a la fois de facteurs environnementaux (bruit, médicaments) et
génétique (géne de susceptibilité aux agressions environnementales) ainsi qu’a I’adge proprement dit.
Source : site « Voyage au centre de I'audition », www.cochlea.eu

2.4.1. Données cliniques

Les premiers signes évocateurs sont une baisse de la perception des sons aigus
et des problemes de compréhension dans le bruit. Avec le temps, les difficultés
auditives et les tfroubles de la compréhension s'accentuent, y compris dans des
ambiances plus calmes, et peuvent aboutir & une surdité invalidante. Enfin,
I'aggravation du handicap auditif conduit & un isolement social & I'origine d'un état
dépressif réactionnel (Koehnke and Besing, 1996; Lister et al., 2000). A coté de la
surdité, des acouphenes (sifflements, bourdonnement d’'oreilles) surviennent
frequemment chez ces patients. Dans les sociétés ou I'espérance de vie ne cesse
d'augmenter, la presbyacousie est un véritable probleme de santé publique dont

I'épidémiologie n'a fait I'objet que de peu de ftravaux, travaux essentiellement
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ameéricains et danois. Plus de 70% des personnes dgées de 65 ans et plus présenterait
des problemes auditifs (Galas et al.,, 2012). D'un point de vue fonctionnel, la
presbyacousie peut se décomposer en frois stades : un stade précoce, sans
traduction clinique ou la baisse des sons aigus passe inapercu. Un stade débutant vers
la soixantaine ou le handicap se manifeste parce que la perte auditive a atteint le
seuil de gene de 30db pour une frequence de 2000 Hz et se double d'une difficulté
de compréhension de la parole dans un environnement bruyant. Enfin, un stade
d’isolement relationnel dU a I'aggravation de la surdité per se et de la discrimination

des sons y compris dans un environnement calme.

2.4.1.1. Facteurs environnementaux

Les facteurs actuellement connus comme favorisant la presbyacousie sont
I'exposition au bruit, le tabagisme, la prise de certains médicaments, I’ hypertension
artérielle, I’ hypercholestérolémie, et les facteurs génétiques (Cruickshanks et al.,
1998). Une étude, publiée en 1962, arévélé que dans une tribu du Soudan, qui vit dans
un environnement trés silencieux, et dont le régime alimentaire végétarien est frugal,
il n"existe pas de presbyacousie (Rosen et al., 1962). Cependant, I'Gge des patients
était difficilement vérifiable, et il est difficile de firer des conclusions rigoureuses. Une
autre étude plus documentée a été réalisée en 1986 sur I'ile de Paques(Goycoolea
et al., 1986). Cette derniere consistait & comparer I'audition des personnes dgees d’
environ 60 ans dans frois groupes de population. Dans|” un des groupes, les personnes
N avaient pas quitté I ile. Dans le second groupe, les personnes avaient quitté I’ ile
et avaient travaillé sur le continent dans des conditions ordinaires pendant trois & cing
ans. Enfin le troisieme groupe était constitué de personnes qui avaient vécu sur le
continent plus de cing ans. L' élévation du seuil de perception auditive constatée
chezles personnes ayant vécu sur le continent, a été attribuée a I'exposition excessive
au bruit. Cette étude illustre le réle des facteurs environnementaux, en particulier de |
" exposition au bruit, dans la presbyacousie. Pourtant, on estime actuellement que les

genes contribuent & environ 50 % du phénotype presbyacousie(Ciorba et al., 2015).

-Les facteurs de risque médicaux-

De nombreux auteurs ont mis en évidence une relation entre la surdité et

I'artériosclérose, en étudiant les facteurs de risques cardio-vasculaires - hypertension

49



artérielle, hypercholestérolémie, hypertriglycéridémie (Rosenhall et al., 1990; Dalton et
al., 1998). Les anomalies métaboliques comme le diabete non insulino dépendant
(Gates et al., 1999) peuvent aussi avoir un effet délétere sur I'oreille interne. Le
tabagisme a été aussi décrit comme facteur de risque de la presbyacousie, les
fumeurs ont 1,69 de fois plus de chances de présenter une surdité de perception que
les non-fumeurs (Cruickshanks et al., 1998). Les relations avec le fonctionnement
cognitif ou les démences ont encore été peu étudiés. Toujours dans I'étude de

Framingham, les troubles auditifs précederaient I'apparition d'une démence.
-Les médicaments ototoxiques -

Certaines Iésions de I'oreille interne (cochlée ou du vestibule) sont liees a la
prise de certains médicaments ototoxiques. Cette ototoxicité serait exacerbée parle
vieilissement en raison de modifications pharmacocinétiques. Aux Etats-Unis, on
estime que la surdité médicamenteuse touche entre 2 et 3 patients sur 1000 traités par
un médicament ototoxique ((Wang and Puel, 2008). Plus de 130 médicaments ont été
reconnus poftfentiellement ototoxiques, parmi lesquels certains anfibiotiques
(Streptomycine, Viomycine, Sisomycine, etc), des anti-inflammatoires (Dupéran,
Indicid), des diuritiques (Lasilix), les oestrogenes et la vitamine A (facteur aggravant
de I'otospongiose) ou encore la quinine qui provoquent des acouphénes, des
hypoacousies ou des vertiges. Le cisplatine, agent chimiothérapique utilisé dans le
traitement de certains cancers (comme par exemple les cancers du poumon &
petites cellules), détruit les cellules ciliées et entraine une surdité irréversible
(Benkafadar et al., 2017). Les personnes dgées, dont I'audition est déja altérée,
présentent des risques plus importants d’avoir une élévation de leurs seuils audififs
apres une chimiothérapie. Les médicaments ototoxiques peuvent donc interagir avec

la presbyacousie en majorant la surdité liee au seul vieillissement.

-Le bruit -

L'exposition au bruit intense quel que soit I'age est source de perte temporaire ou
permanente de I'audition. Plusieurs études épidémiologiques (Mills et al., 1997; Dalton
et al., 2001; Nondahl et al., 2000) ont montré une association de la perte d’audition
avec I'exposition aux bruits professionnels (la surdité est au premier rang des maladies

professionnelles) et de loisir (musique amplifiée, chasse ...). Les études de modeles
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animaux suggerent que I'Gge auquel se produit I'exposition au bruit et/ou une
presbyacousie préexistante contribue & la sévérité des dommages cochléaires induits
par le bruit, sauf si le bruit est frés intense. Des études chez la souris C57 montrent que
le gene Ahl est responsable du phénotype presbyacousie, indépendamment de
toute exposition au bruit et que ce méme gene augmente par ailleurs la vulnérabilité

cochléaire au bruit (Erway et al., 1996, Davis et al., 2001).

2.4.1.2. Facteurs génétiques

Plusieurs arguments sont en faveur d'une composante génétique de la
presbyacousie. Une étude de jumeaux dgés Christensen et al. (2001) a montré une
prévalence plus élevée de la presbyacousie chez les jumeaux monozygotes que chez
les dizygotes et permis I'évaluation de I'héritabilité du phénotype presbyacousie a 0,4
(proportion de la variance due a des genes). Dans ces travaux, la surdité est évaluée
par entretien. L'héritabilité estimée sur la cohorte de Framingham, ou I'évaluation de
la perte auditive est basée sur des tests audiométriques, est comprise entre 0,35 et 0,55
(Gates et al., 1999). Cette méme étude montre une agrégation familiale des niveaux
d'audition et du phénotype presbyacousie. Une étude génétfique d'une forme
familiale précoce rare de presbyacousie montre une licison au locus DFNA25 sur le

chromosome 12 (Greene et al., 2001; Ruel et al., 2008).

La premiere recherche de loci de susceptibilité par analyse systématique du
génome total (De Stephano et al., 2003) a été effectuée sur des familles issues de la
cohorte de Framingham présentant une presbyacousie. L'analyse de liaison
effectuée sur un phénotype quantitatif de I'audition révelent que 6 régions
chromosomiques présentent des valeurs suggestives de liaison elles sont localisées sur
les chromosomes 10, 14, 18 et 3 régions surle chromosome 11. Plusieurs de ces régions
contiennent des génes connus responsables de surdités mendéliennes congénitales.
En 11.35 est localisé le gene de la myosine 7A (Myo7a) dont les mutations sont
responsables de plusieurs phénotypes différents tels que le syndrome de Usher type 1B
(Weil et al., 1995) et une surdité récessive non syndromique (DFNA2) (Liu et al., 1997;
Weil et al., 1997). La deuxieme région sur le chromosome 11p contient le gene de

I'narmonine (Verpy et al., 2000), protéine du cytosquelette des cellules ciliées dont les

51



mutations sont responsables du syndrome de Usher 1C. Enfin dans la froisieme région
11925, se trouve le locus DFNB20 (Moynihan et al., 1999) responsable d'une surdité
dont le géne n'est pas encore identifié. La région du chromosome 14q contient le
gene responsable du syndrome de Usher de type 1A (Kaplan et al., 1992). Aucun géene
connu de surdité n'a été décrit dans les régions chromosomiques 10926 et 189
suggerees par cette analyse de génome. En particulier, la région 10926 n’est pas la
région orthologue humaine (10g921-22) du chromosome murin (10) sur lequel a été
localisé le premier gene majeur de susceptibilité Ahl (Erway et al., 1993 ; Johnson et
al., 1997). Par la suite, Friedman et al. (2009) montre une relation enfre la
presbyacousie et la mutation d'une seule paire de bases sur le gene GRM7, codant
pour un récepteur du glutamate mGIuR7. Ce récepteur est exprimé dans les cellules
ciliées et les neurones auditifs du ganglion spiral. Ce faisant, cette mutation pourrait
étre a I'origine d'une excitotoxicité lieée d une accumulation de glutamate dans la
fente synaptique entre les CCls et les CCEs. Enfin, Ruel et al. (2008) montre I'implication
du géne SLC17A8 dans la presbyacousie précoce DFNA25, ce dernier étant impliqué
dans le remplissage des vésicules synaptiques. Plus récemment, montre I'invalidation
de la pejvakine chez la souris ou la mutation de ce gene chez I'homme entraine une

hypersensibilité au tfraumatisme sonore (Delmaghani et al., 2015).

2.4.2. Données expérimentales

Les modeles animaux soulignent aussi l'importance des facteurs génétiques dans
le vieillissement de I'audition et leurs interactions avec les facteurs environnementaux.
Ici, nous nous bornerons d illustrer, a travers quelques exemples, comment les modeles
de souris peuvent contribuer d la compréhension de la presbyacousie chez 'Homme.
Henry (1982), et plus tard Li and Borg (1991) ont évalué la susceptibilité au bruit de
différentes souches de souris (Erway et al., 1996 ; Eisdorfer and Wilkie, 1972). Il a fallu
attendre 1996 pour que Erway et ses collaborateurs montrent que la susceptibilité au
bruit de la souche murine C57BL/6 obéissait & une fransmission autosomale récessive,
et postulent pour I'existence d'un locus ahl (age-related hearing loss, Friedman et al.,
2000). Dans une autre étude sur la souche C57BL/6, les mémes auteurs relient le locus
ahl au vieilissement cochléaire (Zettel et al., 2001). D’autres équipes localisent le locus
surle chromosome 10 (Gates, 1986), ce quileur permet d’'envisager un lien étroit entre

la susceptibilité au bruit et le vieilissement cochléaire. A ce jour, trois nouveaux loci
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ont été associés a la vulnérabilité au bruit, et cing autres sont impliqués a la fois dans

la vulnérabilité au bruit et dans le vieillissement cochléaire (voir Tableau 2.2).

: : Figure 2.14 : Physiopathologie de la
Neurones Ganglionnaires & . ysiop & _
presbyacousie. La presbyacousie est

dite “sensorielle” si elle est due a la

Strie vasculaire < perte de cellules sensorielles,

“striatale” si elle est due a une
altération de la strie vasculaire, et
“neuronale” si elle est due a une
perte de neurones. Image: Jing
WANG, Inserm 1051.

Organe de Corti

2.4.2.1. Presbyacousie sensorielle

On sait depuis longtemps que certaines lignées de souris sont atteintes de
surdités précoces (Gates et al., 1990). L'implication d'une protéine constitutive des
stéréocils des cellules sensorielles auditives a été mise en évidence d partir de la lignée
B6/CAST-Cdh23CAST, porteuse d'une mutation de la cadhérine 23. Des I'adge d'un an,
ces souris présentent une dégénérescence de I'organe de Corti suivant un gradient
base-apex. D'autres lignées comme BALB/c, CBA/J, 129S6/SvEv montrent des
altérations des cellules de soutien (noyau fragmenté, cytoplasme dense...), alors que
les cellules sensorielles sont intfactes (Gates and Cooper, 1991). L'endommagement
de ces cellules de soutien contribue aux pertes auditives liées a I'dge, de maniere
directe, en affectant la micromécanique de la cochlée ou indirectement, en

favorisant la perte des cellules sensorielles.

2.4.2.2. Presbyacousie neurale

Un modele murin intéressant est le knock out AChRP2. Pour le décrire,
rappelons-nous que les terminaisons des neurones ganglionnaires sont contactées par
les axones efférents dont les corps se situent dans I'olive supérieure latérale. Ces
efférences latérales contiennent des neurotransmetteurs "classiques” (acétylcholine,

dopamine, GABA) et des neuropeptides (enképhalines, dynorphines, CGRP) connus
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pour leur contréle de I'activité des neurones ganglionnaires et qui pourraient jouer un
réle neurotrophique important dans le maintien en vie de ces neurones. L'invalidation
de la sous-unité P2 des récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine, présents sur les
terminaisons des neurones ganglionnaires, entraine une surdité et une diminution
drastique du nombre de ces neurones. D'autre part, ainsi qu'on a pu le constater chez
I'Homme agé (Cooper and Gates, 1991), des phénomenes de regroupement de
neurones survivants, par trois ou quatre dans la méme gaine de myéline, ont été
observés chez des souris présentant une dégénérescence neurale, telles que les souris
C57BL/6 préeceédemment citées. Si le mécanisme & I'origine de ce phénomene est
inconnu, le partage d'une méme cellule de Schwann pourrait promouvoir la survie
des neurones en leur offrant une méme cible synaptique. RéEcemment, Sergeyenko et
al. (2013) ont montré une perte synaptique progressive chez la souris entre 4 et 144
semaines, et ce bien avant les changements des seuils auditifs. Les fibres nerveuses les
plus fragile étaient les fibres a basse activité spontanée codant pour les sons les plus
forts. Cette neuropathie sélective expliue pourquoi les seuils auditifs ne sont pas
affectés. Selon Sergeyenko et al. (2013), I'augmentation du ratio amplitude onde V
du PEA/amplitude onde | du PEA au cours du vieillissement pourrait refléter une
augmentation du « gain central » observé apres déafférentation partiel en périphérie
(Schaette and McAlpine, 2011).
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Figure 2.15 : Altération anatomo-fonctionnelle de la cochlée au cours du vieillissement (adapté de
Sergeyenko et al., 2013). En noir, le pourcentage de cellules en fonction de I’age de I'animal (100% est
le nombre de cellule a I’age de 0 semaine) : les CCl sont représentées en rond (=IHC), les CCE en losange
(=OHC), les neurones du ganglion spiral en carré (=SGN). En bleu, le décalage des seuils auditifs
mesurés électrophysiologiquement en PEA (=ABR) est représenté par un triangle pointé vers la droite,
tandis que le décalage des seuils des PDAs (=DPOAE) est représenté par un triangle pointé vers la
gauche. L'axe des abscisses représentent I'dge de I’animal (souris) en semaines. Notons que
I’'audiogramme est normal (les décalages de seuils auditifs des PEA et des PDAs sont a 0) en dépit d’'une
perte de 20% neurones du ganglion spiral a environ 70 semaines.

2.4.2.2. Presbyacousie striatale

Dans la presbyacousie métabolique (dite aussi striale), la perte auditive est
présente sur toutes les fréquences de I'audiogramme. La surdité liée a I'Gge est
causée par I'atrophie de la strie vasculaire. Des études réalisées A partir d'os
temporaux de rocher humain montre une perte de 30% ou plus du tissue de la strie
vasculaire (Pauler et al., 1988), d'ou le terme presbyacousie striatale. Chez la gerbillle,
la dégénérescence de la strie vasculaire débute avant une augmentation

significative des seuils auditifs (Gratton and Schulte, 1995). Enfin, des dommages de la

55



strie vasculaire sont aussi observées chez la souris SAMP8, qui présente un vieillissement

accéléré et une presbyacousie présence (Menardo et al., 2012).

Tableau 2.2 : Génes de susceptibilité au vieillissement cochléaire.

Geéne

Produits

Susceptibilité au vieillissement cochléaire

ApoE KO

AhI2

ANI3

Brn4 KO

DRASIC KO

PolgA KO

NAChR B2 KO

mt-Tr

Pmca2diw

Pcdhi5ev-3)

Susceptibilité au bruit et au vieillissement cochléaire

Cdh23¢an

Cdh23Y

Pmca2 KO

SOD1 KO

GPx1 KO

TRPV4 KO

Cp KO

Apolipoprotéine E

Inconnu

Inconnu

Facteur de Transcription lié a I'X

Canal mécanorécepteur

Polymérase ADN Mitochondrial

Récepteur ACh Nicoftinique

ARN Mitochondrial

ATPase 2

Protocadhérine 15

Otocadhérine

Otocadhérine

ATPase 2

Superoxide dismutase

Glutathione peroxidase

Mechanically  acfivated ion

channel

Ceruloplasmin

Transmission

Homozygote

Homozygote

Homozygote

Hémizygote

Homozygote

Homozygote

Homozygote

Maternelle

Hétérozygote

Hétérozygote

Homozygote

Hétérozygote

Hétérozygote

Homozygote

Homozygote

Homozygote

Homozygote

Lignées

C57BL/6

NOD/LtJ

C57BL/6

129/C57BL/é

C57BL/6/129

129/ICR

C57BL/6

AlJ

BALB/cBy

C57BL/6

C57BL/6, others

CBA/?

129/BISw/C3H

129/CD1, C57BL/é

129/C57BL/6

C57BL/6

C57BL/6

Réferences

Guo et al., 2005

Johnson and Zheng, 2002

Nemoto et al., 2004

Xia et al. (2002) ; Minowa et

al. (1999)

Hildebrand et al., 2004

Kujoth et al., 2005

Bao et al., 2005

Johnson et al., 2001

Noben-Trauth et al., 1997

Zheng et al., 2005

Davis et al., 2001

Holme and Steel, 2004

Davis et al., 2003

Keithley et al., 2005

Ou et al., 2000b

Tabuchi et al., 2005

Ohlemiller et Gagnon, 2007
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3. Matériel et Méthodes

3.1. Animaux

Gerbilles. Les expériences ont été menées chez des gerbilles de Mongolie
adultes femelles provenant du centre d'élevage Charles River (L'Arbresle, France). Les
gerbilles étaient livrées a I'Institut des Neurosciences de Montpellier (INM) & I'adge d'un
mois et étaient hébergées au sein de I'animalerie de ['Institut des Neurosciences de
Montpellier pendant 2 mois maximum. Tous les tests étaient réalisés pendant cette

période de 2 mois, I'dge des gerbilles ne dépassant donc pas 3 mois.

Rats : Les rats adultes femelles provenant du centre d'élevage Janvier-
Laboratoire étaient initialement livrés et hébergés dans I'animalerie de Centre de
Neurosciences de Paris Sud (CNPS). Lorsque les animaux avaient atteint I'Gge requis
pour les expériences (9, 15, ou 21 mois), ils étaient convoyés du CNPS a I'INM par un
transporteur agréé (Sanitrans). Les rats étaient alors hébergés dans I'animalerie de
I'Institut des Neurosciences de Montpellier (INM) pendant 1 mois maximum et jusqu’au
jour de I'exploration fonctionnelle. Ces expériences ont été menées dans le cadre
d'une collaboration scientifiques entre I'INM et le CNPS dans le cadre d'un projet

financée par une ANR infitulée DAILYNOISE.

L'animalerie de I'Institut des Neurosciences de Montpellier possede I'agrément
du Ministere de I'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét (B-34 172 36 -11 Mars
2010). Toutes les expériences ont été conduites dans le souci de minimiser le nombre

et la souffrance des animaux.

3.2. Préparation des drogues

Deux types de drogues ont été utilisés chez la gerbille. L'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 concenftration finale de 33 uM. La tétrodotoxine (TTX,

LATOXAN), neurotoxine connue pour blogquer de maniere tres 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 uM. La composition de
la périlymphe artificielle était la suivante : 137 mM NaCl; 5 mM KCL; 2 mM CaClz; 1 mM
MgCl2; 1 mM NaHCOsg; 11 mM glucose; pH 7,4; osmolarité (304 £ 4,5 mOsm/kg). Les
expériences menées chez les rats n'ont fait I'objet d'aucune étude

pharmacologique.

3.3. 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 & un connecteur fixé sur le créne de I'animal. A '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 ¢ 2% (3 mg/kg) et
de Zolétil 100 (40 mg/kg) injecté par voie intra péritonéale. L'approche de la cochlée
était réalisée par un abord dorsal. Aprés avoir rasé et nettoyé le créne de I'animal
avec un antiseptique (Bétadine®), la peau était incisée derriere le pavillon de l'oreille
gauche pour mettre en évidence la bulle tympanique. Une fois dégagé et séché, I'os
de la bulle tympanique était ouvert a l'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 diametre, Phymep, France), était ensuite placée au
contact de la niche de la fenétre ronde & 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). Apres avoir placé une électrode de référence dans les muscles de la nuque
de I'animal, une premiere série de mesures était réalisée en per-opératoire. Les seuils

et 'amplitude des réponses cochléaires étaient alors contrdlés.

A ce stade, une drogue (Ouabdine ou TTX) pouvait étre appliquée dans la niche
de la fenétre ronde. Elle était infroduite dans une pipette de perfusion en verre (0,1
mm de diameéetre a la pointe) placée au-dessus de la niche de la fenétre ronde.
Connectée a un pousse seringue électrique (Warner Instruments), cefte pipette de

perfusion permettait de délivrer la drogue dans la niche de la fenétre ronde a une
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vitesse programmée de 0.2 mi/h, pendant 30 minutes pour I'ouabadine, et 20 mn pour
la TTX. Apres application, la drogue était retirée de la niche de la fenétre ronde &
l'aide d'une petite boule de coton. Une seconde série de mesure pouvait alors étre

réalisée pour étudier l'effet immédiat de la drogue appliquée.

Pour tous les animaux implantés, la bulle tympanique était ensuite séchée et
refermée avec de la résine dentaire de maniere a garder une extrémité de I'électrode
d'enregistrement en contact avec la niche de la fenétre ronde, et I'autre extrémité en
dehors de la bulle tympanique. Une incision était ensuite effectuée sur le créne de
I'animal afin d'y fixer un connecteur. Apres avoir gratté le périoste de I'os, cette zone
était soigneusement séchée et légerement 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 cré@ne, afin d'y éfre soudées au connecteur (fiche femelle
a 4 voies, HARWIN). Le connecteur était alors fixé sur le créne de I'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®). Apres cette chirurgie, les
animaux étaient laissés au repos pendant une semaine avant de commencer les

procédures d'exploration fonctionnelle.

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) injecte par voie infra
péritonéale. Cette anesthésie présentait 'avantage de se dissiper rapidement et
pouvait éfre maintenue pendant plusieurs heures grice a l'injection réguliere (toutes
les deux heures) du tiers de la dose initiale. Toutes les procédures etaient ensuite
réalisées dans une chambre anéchoique insonorisée. La température corporelle des
animaux était maintenue & 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.
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3.3.1. Produits de distorsion acoustiques

L'amplification mécanique non linéaire, créée par I'activité des CCE, a été
étudiée a travers I'enregistrement des produits de distorsion acoustiques. Deux sons de
fréquences primaires fi et f2 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. Elk 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 f2 de 500 Hz & 20 kHz, par
pas de 1/4 d'octave, en gardant un rapport de fréquence f2/fi=1,2. Les fréquences
primaires fi et f2 étaient émises a 60 et 55 dB SPL (réf. 20 uPa), respectivement. Un
microphone miniature inclus dans la sonde intra-auriculaire, permettait d'enregistrer
les produits de distorsion acoustiques. Le pic de distorsion cubique 2fi-f2 et le bruit de
fond environnant ont été mesurés en fonction de la frequence f2. 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 créne de I'animal pendant limplantation des électrodes
(section 3.2). La génération et 'acquisition des signaux étaient assurées par une carte
d'analyse de signaux dynamiques 4G deux entrées et deux sorties (National
Instruments® PXI-4461, 200 kHz/canal, 120 dB de dynamique), contrélée par des
interfaces créées au laboratoire sous LabVIEW (National Instruments®). Les signaux
étaient générés a une cadence de 200 000 échantillons/sec, tandis que I'acquisition
était réalisée a 50 000 échantillons/sec pour I'enregistrement de I'activité synchrone
(PAC, PSTR et activité unitaire) et & 8000 échantillons/sec pour I'enregistrement de
I'activité soutenue du nerf auditif (bruit de fond cochléaire spontané et évoqué). Les
stimulations sonores étaient délivrées en champ libre par lintermédiaire d'un haut-
parleur (James B. Lansing Sound, Los Angeles, CA, USA) placé a 10 cm de l'oreille

testée. La calibration du systeme acoustique était réalisée a 'aide d'un microphone
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1/4 de pouce (Bruel et Kjaer) relié a un analyseur de spectre (HP 3561A)

préalablement étalonné en dB SPL (référence 20 pPa 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 &
une bouffée tonale (enveloppe trapézoidale, durée=10 ms, temps de montée=temps
de descente=1 ms, cadence=11 présentations par seconde, polarité alternée, 100
présentations/niveau). Les réponses cochléaires étaient amplifiées (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, 8, 16, 25 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 Ni-P1 supérieure & 2 uV. De plus, a 4, 8, 16 et 32kHz,
I'amplitude Ni.Py du PAC a été mesurée pour des niveaux de stimulation allant de 0 &
80 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 cenftrée, 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 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 uV de
tension efficace). La DSP spontanée du nerf auditif était évaluée en absence de

stimulation sonore.
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3.3.2.4. Enveloppe temporelle de la réponse neurale

La qualité de I'encodage neuronal de I'enveloppe temporelle d'un son a été
évalué en stimulant I'animal avec bande de bruit étroite (bande passante : 1/3
d'octave), N(t), centrée sur une fréquence porteuse (FP = 4 ou 16 kHz pour la gerbille,
8 kHz pour les rats), modulée en amplitude avec une frequence de modulation (FM =
2,4,8,16, 32, 64 ou 128 Hz), avec une profondeur de modulation (PM =0, 20, 40, 60,

80 ou 100%). Le stimulus sonore s(t) etait généré a I'aide de la formule :

s(t)y=AXx ((1 - ?) + (g) X sin(ZnFMt)) X N(t)

dans laquelle la valeur du parametre d'amplitude A permettait d’ajuster le niveau
sonore de créte. Chaque stimulus sonore était présenté en continu pendant 20
secondes. Les réponses cochléaires étaient filirées dans la bande passante 300-1200
Hz afin d'isoler la composante nerveuse de la réponse globale (Dolan et al., 1990;
Cazals and Huang, 1996). Le signal était ensuite redressé et lissé (filtre lisseur de durée
1 ms) afin d’isoler I'enveloppe de la réponse. Un moyennage synchronisé avec la
fréquence de modulation a permis ensuite de faire apparaitre la réponse sur une ou
plusieurs périodes du signal d’enveloppe. Notons que pour cette mesure, le nombre
de moyennages utilisés pour faire apparaitre la réponse moyennée décroit avec la
fréquence de stimulation puisque la durée du stimulus était fixe et égale a 20s. L'indice
de synchronisation de la réponse neuronal a été calculé a partir du spectre de la
réponse. En effet, si une réponse est modulée en amplitude par une composante
sinusoidale de fréquence FM, une raie centrée sur FM sera présente dans le spectre
de laréponse (Joris et al., 2004). Pour calculer I'indice de synchronisation, il suffit alors
de normaliser la valeur efficace de la raie spectrale centrée sur la fréquence FM par
la valeur efficace totale de la réponse. Plus cet indice sera proche de 1, plus la
réponse sera modulée en amplitude et inversement, plus il sera proche de 0, moins la

réponse sera modulée par le stimulus.
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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

Aprés fixation au paraformaldéhyde (30 minutes), les cochlées étaient rincées
dans le tampon phosphate salin (PBS) et disséquées afin d'éter 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 antficorps 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%me, reconnait & 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 était une IgG2a, dirigée
contre la sous-unité GIUA2 des récepteurs AMPA (clone 6C4, Millipore, Billerica, MA,
USA). Il a été utilisé a une dilution au 1/200eme, Aprés incubation avec les anticorps
primaires (une nuit a 4°C sous légere agitation), les préparations d'organe de Corti
étaient rincées dans le PBS, puis incubées 2 heures d température ambiante avec un
couple d'anticorps secondaires fabriqués chez la chevre (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) et dirigés les uns contre les IgG1 de souris et les autres contre les IgG2a de souris.
Les anticorps anti-lgG1 étaient conjugués au fluorochrome Alexa 488 et les IgG2a &
I'Alexa 594. lIs ont été utilisés a une dilution au 1/1000éme. Apres 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 I'aide d'un microscope laser confocal

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

plan et par canal.

3.4.3. Reconstruction 3D

Les images ont été traitées a I'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 3.1A). Cette projection nous permettait de
sélectionner la zone d'étude en rejetant les CCl 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 CCl 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 agrege, 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
I'algorithme commence & agréger des voxels distants (voxels qui ne partagent par
une face), le programme informatique considere que I'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 3.1B). Dans cette étude, les seuils en

intensité ont été déterminés qualitativement par I'expérimentateur sur le canal rouge
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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-deld de ses
limites anatomiques. En combinant les canaux vert et rouge, la juxtaposition apparait
donc en jaune (Figure 3.1C). La détection du nombre de synapses dites « completes »
peut ensuite se faire avec I'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 & ruban par CCI.

A C  zum
CoC 2 x(um)
/ / y (um)
Plans Optiques Détection 3D Juxtaposition 3D

Figure 3.1 : 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. Apres fusion des canaux rouge et vert, I'algorithme détecte 8 synapses
complétes (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.
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3.5.1. Indice de synchronisation

L'indice de synchronisation aussi appelé vector strength peut étre calculé de
différentes facons suivant que la nature des réponses analysées a savoir un frain de
potentiels d'action (activité unitaire, Goldberg and Brown, 1969) ou une activité
électriqgue de champ (type activité globale, Joris et al., 2004). Dans le second cas, qui
correspond a noftre situation expérimentale, I'indice de synchronisation peut étre
déterminé simplement d partir du spectre de la réponse. En effet, si une réponse est
modulée en amplitude par une composante sinusoidale de fréquence FM, une raie
centrée sur FM sera présente dans le spectre de la réponse (Joris et al., 2004). Pour
calculer I'indice de synchronisation, il suffit alors de normaliser la valeur efficace de la
raie spectrale centrée sur la fréquence FM par la valeur efficace totale de la réponse.
Plus cet indice sera proche de 1, plus la réponse sera modulée en amplitude et

inversement, plus il sera proche de 0, moins la réponse sera modulée par le stimulus.

3.5.2. Analyse statistique

Les moyennes sont exprimées * 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 I'aide d'un test de Student, et la comparaison de plusieurs
groupes était effectuée aI'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 I'aide d'un test de
Wilcoxon et plusieurs groupes étaient comparés a I'aide d'un test de Kruskal-Wallis,

complété par un test de comparaison multiple.
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4. Résultats

L'objectif de ce ftravail était de développer de nouvelles techniques
électrophysiologiques capables d'évaluer I'aptitude de la cochlée a encoder des
variations acoustiques d’enveloppe temporelle. Cette approche sera utilisée en
complément des techniques électrophysiologiques classiques (potentiel d’'action
composite du nerf auditif, onde | des potentiels évoqués auditif précoces) qui évaluent
la réponse synchrone des fibres en début de stimulation. L'utilisation de notre
approche pourrait permettre de dépister des déficits de codage qui échappent
actuellement aux outils de dépistage classiques (Bourien et al., 2014). Cette méthode
a été mise au point, calibrée et validée chez la gerbille. Cette méthode a ensuite été
utilisée chez le rat pour étudier plus spécifiguement I'effet du vieillissement sur les

propriétés fonctionnelles des fibres du nerf auditif.

4.1. Réponse du nerf auditif & une bande de bruit pulsée

En audiologie expérimentale et clinique, étudier I'ensemble de la population des
fiores du nerf auditif demeure une téche difficile car les fibres different de maniere
importante dans leur seuil d'activation et leur degré de synchronisation. Comparées
aux fibres a haute activité spontanée, les fibres a basse activité spontanée ont un seuil
d'activation haut, une latence d’'activation du premier potentiel d'action retardée et
peu reproductible. De ce fait, elles ne sont pas détectables dans le potentiel d'action
composite du nerf auditif (Bourien et al., 2014, enregistré en champ lointain). Des
travaux antérieurs menés dans le laboratoire ont montré que I'utilisation de bouffées
tonales ne permettait pas de mesurer la réponse des fibres  basse activité spontanée
car leur réponse est peu synchronisée avec la structure fine du stimulus. L'utilisation de
bandes de bruit nous a semblé plus pertinente dans la mesure ou les travaux de Philip
Joris et al. (1992) avaient montré que les fibres a basse activité spontanée répondent
mieux que les fibres a haute activités spontanée, a des fluctuations d'enveloppe

temporelle lentes dans le stimulus.
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La Figure 4.1. illustre le protocole de stimulation et I'algorithme d’'analyse des
réponses chez une gerbille lorsque I'électrode de recueil était positionnée dans la
niche de la fenétre ronde. En I'absence de stimulation sonore, la densité spectrale de
puissance (DSP) du bruit de fond neural est caractérisée par une amplitude minimum
autour de 400 Hz et un large pic autour de 900 Hz (voir traces grises dans la figure 4.1.
D, E) quireflete I'activité spontanée globale des fibres du nerf auditif. La position de ce
déme a 900 Hz est liée a la durée des potentiels d'action produits par le nerf auditif qui

est de I'ordre de 1 ms (soit I'inverse de 900 Hz).

4.1.1. Protocole de stimulation et d’analyse

Les potentiels cochléaires ont été enregistrés en réponse a des bandes de bruit
pulsées, de durée 300 ms chacune, de largeur de bande un tiers d’octave, et centrées
sur une fréequence cible fixée par I'expérimentateur (Figure 4.1.A). La densité spectrale
de puissance a été évaluée pendant les 200 dernieres millisecondes de la réponse
cochléaire pour exclure laréponse synchrone et la phase d'adaptation. Afin d’extraire
I'activité neurale et I'activité microphonique qui refletent respectivement I'activité du
nerf auditif et I'activité des cellules ciliées externes, nous avons utilisé des paires
répétées de bruit de polarité inversée. Deux paires consécutives étaient en revanche
différentes les unes des autres de par leur structure temporelle (Figure 4.1.A et B).
Quand elle est évaluée sur le premier ou le second élément de chaque paire (traces
noires et bleues dans les Figure 4.1.A et B, respectivement), la DSP est caractérisée par
un mélange des deux composantes (Figure 4.1.D et E). Calculée au sein de chaque
paire, la demi-somme réduit de facon drastique le potentiel microphonique, isolant
ainsi la composante neurale (fraces rouges dans Figure 4.1.C et sa DSP dans Figure F).
A l'opposé, le calcul de la demi-différence au sein de chaque paire isole
préférentiellement la composante microphonique. L'amplitude du déme a 900 Hz
devient alors comparable a celle obtenue en absence de stimulation (voir traces
vertes dans Figure 4.1.C et sa DSP dans Figure 4.1.G).

Le gain d'activité (neural et microphonique) évoqué par la stimulation sonore a
été mesuré en divisant point par point la DSP mesurée en réponse au son par le DSP
mesurée en absence de stimulation (Figure 4.1.H et l). Quand ce ratio est proche de 1
(soit 0 dB en gain), il N’y a pas de gain d’activité évoqué par le son. Inversement, un

ratio supérieur a 1 indique un gain significatif d'activité qui peut étre exprimé en dB
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(voir les axes doubles dans les Figures 4.1.H et L). Pour vérifier I'origine neurale de cette
composante, nous avons perfusé quelques gouttes d’'une solution contenant de la
tétrodotoxine (TTX) dans la niche de la fenétre ronde, (TTX, 10 uM). Le blocage de
I'activation des canaux sodiques par la TTX abolit complétement la réponse, laissant

la composante microphonique cochléaire non affecté (Figures 1J-0).
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Figure 4.1. : Extraction de I'indice neural de la réponse de la fenétre ronde. (A, B) Les réponses mesurées
depuis la fenétre ronde (B) étaient évoquées par des bouffées répétées de 300 ms de bande de bruit tiers
d’octave (A, e) centrées sur une fréquence de test (4 kHz 50 dB SPL dans cet exemple). Pour réduire le potentiel
microphonique cochléaire : i) deux stimuli consécutifs (qui forment une paire) étaient présentés en polarité
opposée et ii) toutes les paires (n = 50) différaient chacune d’entre elles. (C) La demi-somme (trace rouge) et la
demi-différence (trace verte) étaient calculée pour chaque paire. (D-O) Analyse spectrale des réponses de la
fenétre ronde avant (D-l) et aprés |'application de 10 uM de TTX (J-O) dans la niche de la fenétre ronde. La trace
grise est la densité spectrale de puissance du signal enregistré a la fenétre ronde en I'absence de stimulation
sonore (activité spontanée). Les traces noires et bleues (D, E) sont calculées a partir des réponses de rang pair
(noir, premier élément de chaque paire) ou rang impair (bleu, second élément de chaque paire). Vous pouvez
remarquer le mélange d’'une composante neurale centrée autour de 900 Hz et le potentiel microphonique centré
a 4 kHz. Pour séparer les composantes neurale et microphonique, I'analyse spectrale a été évaluée sur la demi-
somme (red, F) ou la demi-différence (vert, G). Les activités neurale et microphonique évoquées (traces rouge et
verte en H et /) ont été dérivées des traces montrées en F et G respectivement (rapport entre les traces colorées
et gris). Remarquez la disparition compléte de I'activité neurale aprés application de TTX, laissant le potentiel
microphonique inchangé (J-0). La zone sous la courbe rouge dans le panneau H a été utilisée comme un indice
de I'activité neurale évoquée (34.5 dBxkHz dans cet exemple).
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4.1.2. Le gain neural reflete la distribution des fibres a basse
activité spontanée

Pour proposer un indice neural caractéristique de la réponse évoquée, nous
avons mesurée la surface sous la courbe du gain neural (Figure 4.1.H) puis nous avons
affiché la valeur de cet indice en fonction de la fréquence et du niveau testés (Figure
4.2.A). De facon tout a fait intéressante, la réponse en fréquence de I'indice neural
dépend fortement du niveau de la stimulation sonore. Pour des niveaux de stimulation
bas (au-dessous de 20 dB SPL), I'indice neural prédomine dans la zone fréquentielle du
4 kHz. A 30 dB SPL, une seconde composante apparait autour de 12 kHz. A 60 dB SPL,
la courbe iso-niveau révele une forme a 2 modes avec un pic basse-fréquence a 2.5
kHz et un pic haute-frequence a 12.5 kHz (Figure 4.2.A). Méme si le nombre de synapses
par CCI atteint environ 20-25 synapses par CCl (voir Meyer et al., 2009) dans la région
de la cochlée du 1 a 2 kHz, une réduction drastique de I'indice neural a été observée
pour les fréquences testées sous 2 kHz. Cette annulation neurale peut étre due a la
réponse en verrouillage de phase des fibres du nerf auditif. Pour les basses fréquences
de stimulation, la structure fine de la forme de I'onde suit la polarité du stimulus. Les
potentiels d'action déclenchés par les fibres en réponse aux deux stimulus d'une
méme paire seront donc décalés de 180° (c’est-a-dire un décalage d’'un demi-cycle).
En champ électrique lointain, la demi-somme obtenue au sein d'une méme paire
annulera I'activité neurale verrouillée en phase expliquant ainsila réduction de I'indice
neural pour des stimulations inférieures a 2 kHz. Dans la suite de cette étude, nous avons

uniguement retenu I'indice neural mesuré pour des stimulations supérieures & 2 kHz.
Nous avons alors testé la sensibilité de I'indice neural a la perte des fibres a basse-
activité spontanée en perfusant de I'ouabaine dans la niche de la fenétre ronde. Six
jours aprés une perfusion de 33 uM d’'ouabadine, l'indice neural avait diminué
significativement dans la zone correspondant au 12 kHz, laissant la région des
fréquences inférieures a 5.6 kHz non affectée (Figures 4.2.B-F). Nous avons ensuite
comparé deux-a-deux (c'est a dire a fréquence et niveau égaux), la valeur moyenne
de I'indice neural mesuré chez les animaux traités avec de I'ouabaine avec la valeur
moyenne mesurée chez les animaux confrole. (Figure 4.2.G et H). Au-dessous de 5.6
kHz, le nuage de points est distrioué sur la droite y = x indiquant ainsi que I'ouabaine
n'a pas d'effet sur I'activité neurale dans cette gamme de fréquences (Figure 4.2.G).
En revanche, au-dessus de 5.6 kHz (la région peuplée par les fibres a basse-AS chez la
gerbille), une réduction de l'indice neural est observée spécialement pour les plus

hauts niveaux de stimulation (Figure 4.2.H).
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Figure 4.2. Exploration électrophysiologique du nerf auditif chez des gerbilles contréle et traitées
avec de I'ouabaine en utilisant I'indice neuronal. (A, B) Réponse en fréquence a niveau fixe (courbe iso-
niveau) de l'indice neural chez des animaux contrdle (A, n = 10 gerbilles) et traités avec de I'ouabaine (B, n =9
gerbilles). La fréquence testée variait de 1 a 32 kHz par pas de 1/3 octave. Le niveau sonore variait de 10 (courbe
rouge) a 60 dB SPL (courbe verte) par pas de 10 dB. Remarquez qu’en-dessous de 2 kHz (zone de couleur claire),
I'amplitude des indices neuraux diminue a cause des réponses en verrouillage de phase des fibres et leur
annulation par polarités opposées. (C-F) Réponse en niveau de I'indice neural a 2 (C), 4 (D), 8 (E), et 16 kHz (F),
chez les animaux contrdle et traités avec de I'ouabaine (rouge). En encart : Exemples de réponses neurales
évoquées (noir, contrble; rouge, ouabaine) comme montré préalablement dans la Figure 4.1.G. (G, H)
Corrélations ouabaine versus contrbles dérivées des panneaux A et B, en séparant des réponses obtenues dans
les basses (< 5.6 kHz, G) et les hautes fréquences (> 5.6 kHz, H). Les données obtenues sous 2 kHz ont été exclues
de I'analyse. La coordonnée de chaque petit point correspond a la moyenne de I'indice neural mesuré chez les
animaux contrdles (coordonnée x) et chez les animaux traités avec de I'ouabaine (coordonnée y) mesurée pour
la méme fréquence et le méme niveau sonore. Les gros points représentent la moyenne des petits points groupés
par niveau sonore (de 10 dB SPL en rouge a 60 dB SPL en vert). La ligne noire est le modéle y = x, simulant une
absence d’effet de la drogue. Les courbes rouges représentent des modeéles d’ajustement de nature polynomiale
(G, y =0.96x - 0.06, r> = 0.96; H : y = -0.002x%+0.8x+0.18, r? = 0.97). Les données sont exprimées sous la forme
moyenne + écart type. Les barres d’erreur X et Y affichent la moyenne + écart type des données montrées dans
les axes x et y, respectivement ; p < 0.05, test d’ANOVA a 2 facteurs suivi par un test post-hoc de Tukey.
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Pour démontrer la meilleure sensibilité de cette technique, nous avons mesuré le

potentiel d'action composite du nerf auditif chez ces animaux (Figure 4.3.). Noter

I'absence de changement significatif dans les fonctions amplitude-intensité du PAC &

2, 4,8, et 16 kHz (Figure 4.3.A-D).
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Figure 4.3. Potentiel d’action
composite du nerf auditif chez les
animaux contrdles et traités avec de
I'ouabaine (33 uM). Amplitude du PAC
en fonction du niveau de stimulation, en
réponse a des bouffées tonales
présentées a 2 (A), 4 (B), 8 (C), et 16 kHz
(D) chez les animaux contrdle traités
avec de la périlymphe artificielle (noir, n
=10) et chez des animaux traités avec de
I'ouabaine (rouge, n = 9). Encart
Exemple de PAC chez les animaux
contréle (noir) et ouabaine (rouge).
L'amplitude PAC a été mesurée entre N1
et P1. Les données sont exprimées sous
la forme moyenne + écart type. Aucune
différence statistique n’a été trouvée
entre les animaux controle et les
animaux ouabaine. p > 0.05, test ANOVA
a 2 facteurs.

4.1.3. Quantification des synapses d ruban par cellule ciliée

interne

Pour démontrer que la réduction de I'indices neural dans les hautes fréquences

chez les gerbilles traitées a I'ouabadine pouvait étre un prédictive d'une perte de

synapses dans la partie basale de la cochlée, nous avons prélevé les cochlées de 5

animaux de chaque groupe pour faire des comptages de synapses. En utilisant la

technique de I'immunohistochimie, le nombre de synapses a ruban a été estimé en

détectant une juxtaposition du marquage du ruban et du marquage de la densité

post-synaptique (Figure 4.4.A et B). Dans les cochlées contréle (n = 5), la distribution du

nombre de synapses par CCl était bimodale avec un nombre important de synapses

dans les régions cochléaires du 2 et du 16 kHz (Figure 4.4.C) qui est cohérent avec la

forme bimodale de I'indice neural & 60 dB SPL (Figure 4.4.A). Six jours apres la perfusion
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de 33 uM d’'ouabaine ronde, le nombre de synapses par CCl le long de I'axe
tonotopique affichait un seul mode centré sur 2 kHz (Figure 4.4.C et D). De facon
intéressante, le nombre total de synapses diminuait de 11 % chez les cochlées
perfusées par la drogue (Figure 4.4.C en encart), avec la plus grande réeduction dans
les régions cochléaires du 16 et du 32 kHz (-22% et -36%, respectivement, Figure 4.4.D).
Ceci est cohérent avec la distribution des fibres basse-AS dans la base de la cochlée

de la gerbille (Bourien et al., 2014; Huet et al., 2016).
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Figure 4.4. Comptages de synapses chez les animaux controle et les traités avec de I'ouabaine. (A, B)
Microscopie confocale CtBP2 (vert) et GIuA2 (rouge) de la région encodant le 16 kHz chez les cochlées controle
(A) et traitées avec de I'ouabaine (B). Panneau du haut : vue agrandie de I'innervation de cellules ciliées internes
(6 CClIs; nindique le noyau des CCls). Panneau du milieu : projection en z du carré blanc montré au-dessus (4 pmx
4 um), qui montre 'immunomarquage CtBP2, ou GIuA2, ou les deux (fusionné). Panneau du bas : Vues 3-
dimensions du carré blanc montré au-dessus (4 umx 4 um x 4 um). Remarquez la présence d’un ruban orphelin
dans la condition ouabaine (B, 12 + 2% dans le bout basal (>5.6 kHz) contre 1 + 0.6% dans le bout apical (<5.6
kHz). (C) Nombre de synapses par CCl Le long de I'axe tonotopique de la gerbille (Miller, 1996) chez les cochlées
controles et les cochlées ouabain (noir, controle, 5 cochlées, 324 CCls, 5790 synapses; rouge, ouabain, 5 cochlées;
344 CCls, 5494 synapses). Chaque point représente la moyenne sur 6 CCls consécutives (Bourien et al., 2014).
Les courbes noires et rouges sont ajustées en utilisant la somme de deux modeéles Gaussiens (contrdles, noir, f(x)
= 22.6%xexp(-((x-30)/35.2)2) + 14.2xexp(-((x-78.6)/24.1)2), r2 = 0.92; ouabaine, rouge, f(x) = 22.9xexp(-((x-
30)/33.4)2) + 9.7xexp(-((x-75.2)/23.6)2), r* = 0.88, avec x la position a partir de I'apex en pourcentage). Encart :
Evaluation du nombre de synapses par cochlée calculé a partir des comptages de CCl et synapses. (noir, controle
: 19659 synapses/cochlée; rouge, ouabaine: 17568 synapses/cochlée). (D) Nombre de synapses par CCl groupées
par bande d’octave, chez les cochlées contréle (noir) et chez les cochlées ouabain (rouge). Les valeurs
numériques indiquent le nombre de CCls pour qui le nombre de synapses fut évalué. Les données sont exprimées
comme la moyenne * écart type, p<0.05, p<0.01, test ANOVA a deux facteurs suivis par un test de Tukey post-
hoc.
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En conclusion, I'analyse des potentiels globaux enregistrés a la fenétre ronde
permet donc de détecter une perte de fibres a basse activité spontanée dans le nerf
auditif. Sur le plan du dépistage des « surdités cachéesy, il s'agit d'une avancée
importante d'autant que ces fibres sont plus vulnérables au fraumatisme sonore
(Furman et al., 2013) et au vieillissement (Schmiedt et al., 1996) et qu’elles échappent
aux tests cliniques basés sur la réponse synchrone (ECoG et PEA). Ce travail a fait
I'objet d'une publication en janvier 2017 dans la revue Plos One (Batrel C., Huet A.,

Hasselmann F. et al, 2017).

4.2. Réponse du nerf auditif & une bande de bruit continue

modulée en amplitude

Pour aller plus loin dans I'exploration fonctionnelle du nerf auditif, nous avons
analysé la réponse du nerf auditif & des bandes de bruits mais cette fois-ci modulées
en amplitude plutét que pulsées sur la gerbille normoentendante. Notre hypothese de
travail était qu'une altération du nerf auditif pouvait entrainer un déficit d’encodage

observable ¢ I'aide de ce type d’analyse.

4.2.1. Protocole d'analyse et de stimulation

Pour se placer dans un cadre expérimental bien contrélé sur le plan
acoustique, nous avons choisi d'utiliser des bandes de bruit étroites (afin de rester
sélectif en fréquence), modulées en amplitude par une enveloppe de forme
sinusoidale (voir figure 4.5.). La stimulation était contrélée par 4 parametres: la
fréquence porteuse sur laquelle était centrée la bande de bruit (FP), la profondeur de
modulation (PM) et la fréquence de modulation (FM) et le niveau de stimulation. Pour
extraire la réponse du nerf auditif, les potentiels cochléaires enregistrés depuis la
fenétre ronde étaient traités a I'aide d'algorithmes de traitement du signal pour isoler
la composante neurale (voir figure 4.5.). Pour ce faire, les potentiels cochléaires
étaient tout d'abord filtrés par un filtre passe-bande de bande passante comprise
entre 300 et 1200 Hz pour isoler la composante neurale centrée sur le 900 Hz. Ce signal
était ensuite redressé, moyenné, lissé (fenétre de 6% de la période de modulation)

pour extraire I'enveloppe temporelle de la réponse du nerf audifif (Figure 4.5.).
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Stimulus sonore Figure 4.5: Méthode d’enregistrement de la

g; W réponse du nerf auditif a une bande de bruit
,,-,‘,'?;J;NI| continue modulée en amplitude. En haut en

L
Niveau PM 1/FM noir, la stimulation : bande de bruit 1/3 d’octave

Activité cochléaire recueillie a la fenétreronde  Centrée sur 4 kHz, niveau de créte 60 dB SPL,

N , modulée en amplitude avec une fréquence de

|_) WWHWW modulation FM = 8 Hz et une profondeur de
l : modulation PM = 100%. En bleu, le signal

recueilli puis traité sous Matlab. Le filtrage dans

la bande 300-1200 Hz permet d’isoler I'activité
neurale de l'activité sensorielle. L'étape de

W redressage, moyennage, lissage permet de
détecter I'enveloppe de la réponse neurale.

Traitement sous Matlab :
filtrage (300-1200 Hz), redressage et moyennage

4.2.2. Origine nerveuse de la réponse

Pour s'assurer que cette réponse reflete la réponse du nerf auditif et pas celle des
cellules sensorielles qui se dépolarisent elles aussi pendant la stimulation sonore (Dallos
and Hairris, 1978), nous avons appliqué de la TTX diluée dans de la périlymphe artificielle
(concentration 3 uM) dans la niche de la fenétre ronde de I'animal pour bloquer le
déclenchement des potentiels d'action. La figure 4.6 montre les résultats obtenus chez

une gerbille avant et 30 min apres application de TTX.

Alors que la densité spectrale de puissance de I'activité spontanée avant
application de TTX exhibe un déme centré sur le 900 Hz, I'application de TTX réduit
significativement ce déme (Figure 4.6). En réponse & des bandes de bruit modulées
dont le niveau créte varie de 20 a 60 dB SPL, les fracés obtenus apres TTX sont plats
alors que les tracés obtenus avant exhibent tres clairement une réponse verrouillée en
phase avec I'enveloppe du stimulus. Il est aussi intéressant de noter une diminution
significative de I'activité spontanée apres application de TTX (~4 uV, avant TTX ; 1 yV,
30 mn apres TTX). Cette expérience de contréle qui confirme I'origine nerveuse de la

réponse nous a permis d’aller plus en avant dans le développement de la méthode.
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Figure 4.6 : Origine nerveuse de la réponse enregistrée au contact de la cochlée. A. Enveloppe du
stimulus sonore : bande de bruit 1/3 d’octave centrée sur 4 kHz modulée en amplitude a une fréquence
de modulation de 32 Hz et une profondeur de modulation de 100% pour différentes intensités sonores
allant de 0 a 60 dB SPL par pas de 20 dB. B, F. Densité spectrale de puissance en |I'absence de stimulation
sonore avant (B) et aprés perfusion de TTX (3 uM pendant 20 min) (F). La réponse du nerf a la
stimulation est montrée avant (traces noires, B a E) et apres (traces rouges, F a l) perfusion de TTX. La
trace de couleur pale (trace grise pour I'avant (B a E), trace rose pour I'aprés : F al) représente |'activité
spontanée mesurée en absence de stimulation sonore.

4.2.3 Effet du niveau de stimulation

Pour évaluer I'effet du niveau de stimulation sur la forme de la réponse
neuronale, nous avons considére une bande de bruit 1/3 d'octave cenfrée sur le 4
kHz, modulée en amplitude a 32 Hz (période de modulation = 31,25 ms) pour une
profondeur de modulation de 100%. La figure 4.7 montre un exemple représentatif de
réponse nerveuse pour un niveau de stimulation variant de 0 & 80 dB SPL par pas de
10 dB. Entre O et 20 dB SPL, la réponse neuronale est insensible & la modulation et
confondue avec I'activité basale en gris dans la figure 4.7. Cette activité basale
refléte probablement I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. A 30 dB SPL, une
modulation d’enveloppe devient observable dans la réponse avec toutefois un retour
a I'activité basale de plusieurs millisecondes (~15 ms) entre deux cycles consecutifs.
Plus le niveau sonore augmente, plus I'amplitude de la réponse nerveuse augmente.

Entre 50 et 60 dB SPL, la réponse est asymétrique avec un temps de montée plus court
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que le temps de descente ce qui pourrait s'expliquer par les propriétés d’'activation
rapide et d’adaptation des fibres du nerf auditif (Joris and Yin, 1992). A 80 dB SPL, la
forme de la réponse devient triangulaire et I'amplitude double en raison,

probablement, d'un recrutement massif des fibres quiinnervent la base de la cochlée.
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Figure 4.7 : Réponse nerveuse pour différents niveaux de stimulation. En haut de chaque graphique,
une représentation de I’'enveloppe du stimulus sonore : bande de bruit 1/3 d’octave centrée sur 4 kHz
modulée en amplitude a une fréquence de modulation de 32 Hz et une profondeur de modulation de
100% pour différentes intensités sonores allant de 0 a 80 dB SPL par pas de 10 dB. En bleu, la réponse

du nerf a la stimulation correspondante. La trace grise représente I'activité basale mesurée en absence
de stimulation sonore.

4.2.4. Effet de la profondeur de modulation

L'effet de la profondeur de modulation a été examiné en la faisant varier de 0
a 100% par pas de 20% (figure 4.8). Pour PM = 0%, la réponse est constante que ce soit
d 4 kHz (trace bleu) ou 16 kHz (trace rouge). La modulation d'enveloppe devient
observable dans la réponse a partir de 20% mais uniquement a 16 kHz. Pour PM = 80%,
I'activité du nerf suit plus fidelement I'enveloppe temporelle a 16 kHz qu’a 4 kHz. Pour
une profondeur de modulation de 100%, la réponse devient asymétrique, surtout a 4
kHz, avec une activation rapide en début de cycle et une redescente plus lente en

fin de cycle.
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Figure 4.8 : Réponse du nerf auditif pour différentes PM pour une stimulation de I'apex (4 kHz, bleu)
et de la base (16 kHz, rouge). En haut, en noir, la représentation du stimulus sonore : bande de bruit
centrée sur 4 kHz (bleu, A) ou 16 kHz (rouge, B) modulée en amplitude avec FM = 4 Hz et a différentes
PM allant de 0 a 100%. Le niveau de stimulation était de 60 dB SPL créte. En gris, sur chaque graphique,
I'activité spontanée du nerf auditif (~ 2 pV).

4.2.5. Effet de la frequence de modulation (FM)

Pour évaluer I'effet de FM (Figure 4.9), nous avons considéré une bande de
bruit centrée sur 4 kHz (fracés bleus) ou 16 kHz (tracés rouges) présentée a 60 dB SPL
créte, pour PM = 100% et FM allant de 2 a 128 Hz. La réponse nerveuse suit la
modulation d’enveloppe quelle que soit FM aussi bien & 4 kHz qu'd 16 kHz. En
revanche, la forme de la réponse est clairement différente suivant que la portion de
cochlée testée correspond au 4 kHz ou 16 kHz. A 4 kHz et pour FM < 32 Hz, la réponse
croit fres rapidement en début de cycle pour atteindre son amplitude maximale puis
I'amplitude de la réponse diminue progressivement jusqu’'a rejoindre I'activité
spontanée du nerf auditif en fin de cycle. A 16 kHz, I'activité du nerf semble mieux
suivre la modulation d'enveloppe notamment pour FM = 2, 4 et 8 Hz. Pour FM > 32 Hz
que ce soit d 4 ou 16 kHz, laréponse semble suivre I'enveloppe temporelle de maniere
quasi sinusoidale, ceci étant dU & la cadence élevée du cycle de modulation) qui
devient probablement supérieure d la constante de temps de récupération post-

stimulation des fibres du nerf auditif.
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Figure 4.9 : Réponses nerveuses pour différentes fréquences de modulation. Les bandes de bruit
étaient centrées sur 4 kHz (traces bleues, A) ou 16 kHz (traces rouges, B) et modulées en amplitude a
100% pour des fréquences de modulation comprise entre de 2 a 128 Hz (voir chiffre indiqué dans la
marge).

4.2.6. Indice de synchronisation

Pour mesurer le degré de synchronisation de la réponse nerveuse par rapport
a I'enveloppe temporelle du signal de stimulation, nous avons calculé un indice de
synchronisation basé sur une analyse spectrale de la réponse (Eggermont, 2002). Cet
indice est compris entre 0 et 1 ; plus sa valeur augmente, plus la synchronisation est
forte. Nous avons ensuite affiché la valeur de I'indice de synchronisation a 4 et 16 kHz,
pour PM allant de 0 & 100% et FM allant de 2 & 128 Hz (Figure 4.10). Bien que la réponse
a 16 kHz soit moins ample qu’d 4 kHz, la synchronisation est plus forte surtout pour FM
= 2, 4, 8 Hz (voir le cadre noir dans la Figure 4.10), c’est-a-dire les fréquences de

modulation des vocalisations de gerbille (Ter-Mikaelian et al., 2013).

FM 5 v | FM
FAMO 5 ool ™
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Figure 4.10 : Effet de la fréquence et de la profondeur de modulation sur I'indice de synchronisation.
Stimulus sonore : FP = 4 kHz (A) et 16 kHz (B), niveau = 60 dB SPL, modulé en amplitude a PM allant de
0 a 100% par pas de 20 %. Les barres d’erreur représentent |’erreur standard de la moyenne (n=7).

4.2.7 Comparaison avec des enregistrements unitaires

Pour aller plus loin, nous avons réalisé quelques enregistrements de fibres dans
le nerf auditif de gerbille en réponse a des bandes de bruit modulées en amplitude.
La figure 4.11 montre un exemple représentatif pour une méme fibre de fréquence
caractéristique égale a 1498 Hz et des fréquences de modulation variant de 2 Hz a 32
Hz. Dans cet exemple la fréquence porteuse était centrée sur la fréquence
caractéristique de la fibre. A 2 Hz, la fibre répond pendant 400 ms et reste silencieux
pendant 100 ms probablement car est en période de récupération post-stimulation.
Le PSTH est caractérisé par un temps de monté (~30 ms) plus rapide que son temps de
descente (60 ms). Lorsque la fréquence de modulation augmente, la forme du PSTH
devient de plus en plus sinusoidale expliquant ainsi pourquoi l'indice de
synchronisation observé dans la figure précédente (Figure 4.11) est maximal pour une
fréquence de modulation de 16 Hz. Au-dessus de 16 Hz (fréquence qui n'est pas
montrée dans la figure 4.11), la fréquence de modulation devient grande par rapport
d la période de récupération post-stimulation des fibres du nerf auditif qui est de
I'ordre de 50 ms (Harris and Dallos, 1979). Cet effet pourrait expliquer pourquoi I'indice

de synchronisation du nerf diminue au-deld & 16 Hz.
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Figure 4.11 : Réponse unitaire
d’une fibre du nerf auditif a un signal
modulé en amplitude. A. Les mesures
sont acquises a [l'aide d’une
micropipette placée dans le nerf
auditif de gerbille. Le stimulus est ici
une bande de bruit 1/3 d’octave,
présentée a 74 dB SPL, centrée sur la
fréquence caractéristique de la fibre
(1498 Hz) modulée en amplitude a la
fréquence de modulation FM avec une
profondeur de modulation (PM) de
100%. Le stimulus sonore est en noir
et le taux de décharge de la fibre en
bleu. Cette expérience a été réalisée
par Antoine Huet, un autre doctorant
du laboratoire. B. Vue schématique de
la cochlée.

4.3. Réponse du nerf auditif au cours du vieillissement

Dans cette partie du travail, nous avons exploré I'audition du rat de souche

Sprague-Dawley au cours du vieillissement. Les animaux étaient des femelles. Nous

avons considéré 3 classes d'ages a savoir 9 mois (n = 15), 15 mois (n = 15) et 21 mois

(n =12) qui correspondent respectivement a 35, 58 et 81 % de sa durée de vie (Keithley

and Feldman, 1982). Les animaux dans les 3 groupes n’étaient pas les mémes car les

cochlées et les cerveaux étaient systématiquement prélevées en fin d'expérience

pour des études himmunohistochimique complémentaires (projet de collaboration

avec le CNPS d'Orsay. Pour chaque groupe d’'dge, nous avons caractérise

fonctionnellement I'audition périphérique des animaux avec des approches non-
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invasives (produits de distorsion acoustique et potentiels évoqués auditifs précoces)
etinvasives (potentiels cochléaires). Parmiles approchesinvasives, nous avons mesuré
le potentiel d'action composite (PAC) du nerf auditif et la réponse du nerf auditif &

des modulations d’enveloppe temporelle.

4.3.1. Produits de distorsion acoustique

L'amplitude des produits de distorsion acoustique (PDA) a été mesuré en
réponse A deux sons purs de fréquences f1 et 2 (f2=1,2xf1), en faisant varier f2 de 2 &
20 kHz & raison de 4 fréquences testées par octave. L'amplitude de la distorsion
mesurée a 2f1-f2 permet d’évaluer I'intégrité fonctionnelle des cellules ciliées externes.
La figure 4.12 montre I'amplitude des PDA chez les animaux &gés de 9 (Figure 4.12.A,
n=15), 15 (Figure 4.12.B, n=15) et 21 mois (Figure 4.12.C, n=12). La superposition des

résultats obtenus pour ces 3 classes d'age ne met en évidence d'effet ge surles PDA.
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Figure 4.12 : Effet du vieillissement sur 'amplitude des produits de distorsion acoustiques 2f1-f2.
L'amplitude du produit de distorsion acoustique (PDA) est représentée en fonction de la fréquence 2
pour un niveau de présentation de 65 dB SPL pour f2. Les résultats obtenus chez les animaux de 9, 15,
et 21 mois sont présentés respectivement dans les panels A, B et C. La superposition des courbes pour
les 3 4ges est donnée dans le panel D. La ligne grise épaisse représente le niveau de bruit de fond. Les
courbes de couleur pale représentent les données individuelles, les courbes de couleur vive la
moyenne.

4.3.2. Potentiels d'action composites du nerf auditif

Apres avoir évalué l'intégrité fonctionnelle des cellules ciliées externes, nous

avons mesuré I'amplitude du potentiel d’action composite (PAC) du nerf audifif qui




reflete I'activation synchrone des fibres du nerf auditif en début de stimulation. Dans
nos expériences, I'enregistrement du potentiel d'action composite du nerf auditif était
réalisé gréce a une électrode de platine apposée sur la membrane de la fenétre
ronde. Deux parametres ont été pris en compte pour mesurer l'activité nerveuse
induite par une stimulation sonore : 1) le seuil d’'apparition du PAC qui est un bon
indicateur du seuil auditif, et 2) I'amplitude du PAC en fonction de lintensité de

stimulation comme indicateur du nombre de fibres dans le nerf auditif.

4.3.2.1. Seuil auditifs

Les seuils auditifs ont été obtenus en réponse a des bouffées tonales centrées
sur des fréquences variant de 1 a 32 kHz et présentées d la cadence de 11 bouffées
tonales par seconde. Le critere de seuil était défini comme étant la valeur en dB SPL
nécessaire pour évoquer la premiére réponse électrophysiologique mesurable
(amplitude Ni-P1 > 0,6 V). La figure 4.13 montre I'audiogramme moyen obtenu pour
chaque groupe d'age. Le seuil le plus bas était systématiquement obtenu & 8 kHz et
ne variait pas significativement entre les 3 groupes (? mois : 13.0 dB SPL+/- 2.2, 15 mois :
17.0 dB SPL+/- 1.9, 21 mois : 14.2 dB SPL+/- 2.8). Une légere élévation des seuils était
observée dans les basses (< 4 kHz) et hautes fréquences (> 16 kHz) entre le groupe 15

et 21 mois.
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Figure 4.13 : Effet du vieillissement sur les seuils auditifs relevés de 1 a 32 kHz a partir des potentiels
d'action composites (PAC). Le seuil est représenté en fonction de la fréquence de la bouffée tonale (1
ms de front de montée et de descente, 10 ms de durée, 11 bouffées/s). Les résultats obtenus chez les
animaux de 9, 15, et 21 mois sont présentés respectivement dans les panels A, B et C. La valeur
numérique représente les effectifs par groupe. Les courbes en trait fin représentent les données
individuelles. D. La superposition des courbes pour les 3 dges. ** : p<0,01 (p-value=2.27.1073, Student
unilatéral) pour 1kHz, p<0,01 (p-value=1.86.103, Student unilatéral) pour 2kHz, *: p<0,05 (p-
value=4.21.107, Student unilatéral) pour 32kHz.

4.3.2.2. Amplitude du PAC en fonction de l'intensité de

stimulation

Nous avons analysé I'amplitude Ni-P1 du PAC en fonction de lintensité de
stimulation pour des bouffées tonales centrées sur les fréquences 1, 2, 4, 8, 16, et 32
kHz (Figure 4.14). A 8 et 16 kHz, les courbes entrée-sortie observées pour les 3 groupes
d'age sont parfaitement superposables ce qui peut s'interpréter comme d'une
absence d’'effet du vieilissement dans cette zone cochléaire. Pour les autres
fréquences (< 8 kHz et > 16 kHz), une différence significative est observée pour des

niveaux de présentation supraliminaire.
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Figure 4.14 : Effet du vieillissement sur 'amplitude du potentiel d’action composite. Les bouffées
tonales (1 ms de front de montée et de descente, 10 ms de durée, 11 bouffées/s, 500 présentations
par niveau) étaient présentées a un niveau compris entre 0 et 80 dB SPL par pas de 5 dB. Les résultats
obtenus a 4, 8, 16, et 32 kHz sont représentés dans les panels A, B, C, et D. Les 3 groupes d’age sont
représentés en noir (9m, n=15), bleu (15m, n=15) et rouge (21m, n=12). Les moyennes sont indiquées

* 1 fois I'erreur standard.

4.3.2.3. Amplitude du PAC en fonction de la fréquence de

stimulation

Pour mieux apprécier la perte d'amplitude du PAC le long de I'axe

tonotopique, nous avons affiché I'amplitude Ni-P1 du PAC en fonction de la
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fréquence testée (Figure 4.15) pour un niveau de stimulation fixe. La superposition des
courbes iso-niveau obtenues a 40, 60 et 80 dB SPL, montre tres clairement un effet du
vieillissement sur les fréquences extrémes de I'audiogramme alors que les amplitudes

observées a 8 et 16 kHz restent quasi inchangées en 9 et 21 mois.
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Figure 4.15 : Effet du vieillissement sur 'amplitude du potentiel d’action composite. Les données
présentées ici sont les mémes que celles de la figure précédente. Nous avons simplement présenté ici
I"amplitude du PAC en fonction de la fréquence testée a niveau constant : 40 (A), 60 (B), et 80 dB SPL
(C). Dans le panel D, toutes les données ont été superposées.
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4.3.3. Réponse a des sons modulés en amplitude

Nous avons ensuite mesuré I'activité du nerf auditif en réponse a des sons
modulés en amplitude pour la fréquence porteuse de 8 kHz. Cette fréquence a été
choisie car les seuils auditifs et les amplitudes Ni-P1 demeurent inchangés a cette
fréquence au cours du vieillissement pour nos 3 groupes de ratfs. Pour les 3 classes
d'age, la figure 4.16 représente le degré de synchronisation de la réponse nerveuse
en fonction de la profondeur de modulation, pour une fréquence de modulation
d'enveloppe de 4 Hz. Chez les rats dgés de 21 mois, on observe une élévation
significative de l'indice de synchronisation pour une profondeur de modulation

supérieure a 60 %.
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Figure 4.16 : Effet du vieillissement sur I'indice de synchronisation de fibres du nerf auditif lorsque
la profondeur de modulation varie de 0 a 100%. A. Le stimulus sonore était des bandes de bruits
centrées sur 8 kHz modulées sinusoidalement en amplitude a FM =4 Hz a 60 dB SPL de 0 a 100% par
pas de 20%. B. Exemple de réponses du nerf auditif enregistré a la fenétre ronde chez un rat du groupe
9 mois en réponse au stimulus présenté en A. Les résultats obtenus chez les animaux de 9, 15, et 21
mois sont présentés respectivement dans les panels C, D et E. La valeur numérique représente les
effectifs par groupe. La superposition des courbes pour les 3 groupes d’age est donnée dans le panel
F. **: p<0,01 (p-value=8.74.103, pour pm=60%, Student unilatéral), p<0,05 (p-value=1.85.107
Student unilatéral), *: p<0,05 (p-value=2.35.102, Student unilatéral). Ces 3 différences sont
statistiquement significatives entre les groupes 9 mois et 21 mois.
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Deux scenarii pourraient expliquer ce résultat. Le premier serait lié d une perte
de neurones enfre 15 et 21 mois avec une perte sélective de neurones dont la réponse
synchronisée & I'enveloppe temporelle est faible, a savoir les neurones d haute
activité spontanée. Le second scenario serait un changement de phénotype des
fibres du nerf auditif caractérisé par une diminution de I'activité spontanée de toutes
les fibres sans perte de fibres. Les fibres ayant une AS moyenne plus basse que dans le
groupe 9 mois, et donc une réponse mieux synchronisée avec I'enveloppe, produisent
une réponse globale caractérisée par un meilleur indice de synchronisation. Pour
évaluer ces 2 hypotheses, nous avons compté le nombre de synapses par CCl fout le

long de la cochlée et mesuré I'activité spontanée globale du nerf auditif.

4.3.4. Comptages de synapses

Pour évaluer le nombre de fibres dans le nerf auditif, nous avons prélevé 3
cochlées chez 3 animaux du groupes 9 mois, et 3 cochlées chez 3 animaux du groupe
21 mois pour faire des comptages de synapses. En utilisant la technique de
I'immunohistochimie, le nombre de synapses & ruban a été estimé en détectant une
juxtaposition du marquage du ruban et du marquage de la densité post-synaptique
(Figure 4.17A). Chez les animaux 9 mois comme chez les animaux 21 mois, la
distribution du nombre de synapses par CCl était unimodal (voir modele d’ajustement
polynomial d’ordre 2 dans la figure 4.4) avec un nombre important de synapses dans
les régions cochléaires codant pour la zone du 8 au 16 kHz (Figure 4.17B, ~20
synapses/CCl) ce qui correspond avec la zone de meilleure sensibilité chez le rat et la
zone ou I'amplitude du PAC est la plus importante. Aucune différence n'a été trouvée
entre les animaux des deux groupes suggérant ainsi que le nombre de fibres dans le
nerf auditif n’a pas diminué au cours du vieilissement comme cela peut-étre le cas
chez d'autres mammiferes comme la souris (Sergeyenko et al., 2013) et I'nomme
(Makary et al., 2011).
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Figure 4.17 : Comptages de synapses chez le groupe des rats 9 mois et celui des rats 21 mois. A.
Microscopie confocale CtBP2 (vert) et GIuA2 (rouge) de la région encodant le 8 kHz chez les une cochlée du
groupe 9 mois. Panneau du haut : vue agrandie de I'innervation de cellules ciliées internes (7 CCls; n indique le
noyau des CCls). Panneaux du bas : projection en z du carré blanc montré au-dessus (4 umx 4 um), qui montre
I'immunomarquage CtBP2 (panneau de gauche), ou GluA2 (panneau du centre), ou les deux (fusionné, panneau
de droite). B. Nombre de synapses par CCl Le long de |’axe tonotopique chez les rats du groupe 9 mois (noir) et
du groupe 21 mois (rouge). En noir, groupe 9 mois, 3 cochlées, 209 CCls, 2989 synapses ; rouge, groupe 21 mois,
3 cochlées ; 164 CCls, 2460 synapses). Chaque point représente la moyenne sur 6 a 7 CCls consécutives (Bourien
et al., 2014). Les courbes pointillées représentent les modeles d’ajustement de type polynome d’ordre 2 (groupe
9 mois, noir, f(x) = -0.005x>+0.466x+8.9, r>> 0.9 ; groupe 21 mois, rouge, f(x) = -0.0054x2+0.5x+8.7, r>> 0.9 avec
x la position a partir de I'apex en pourcentage).

4.3.5. Densité spectrale de puissance du bruit de fond
cochléaire

La figure 4.18A-C montre la densité spectrale de puissance de I'activité
spontanée du nerf auditif pour les 3 groupes d’age. La superposition des courbes
moyennes dans le panel D de la figure 4.18 monire une diminutfion de I'activité
spontanée globale du nerf auditif qui pourrait étre due & une perte de fibre a haute

activité spontanée ou d un changement de phénotype des fibres.
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Figure 4.18 : Effet du vieillissement sur le bruit de fond cochléaire. La mesure de la densité spectrale
de puissance spontanée obtenue chez les animaux de 9, 15, et 21 mois sont présentés respectivement
dans les panels A, B et C. La superposition des courbes des bruits de fond pour les 3 groupes d’age est
donnée dans le panel D. La valeur numérique représente les effectifs par groupe.

Tous ensembles, ces résultats obfenus chez le rat Sprague-Dawley suggerent
gue le viellissement entraine une modifcation du phénotype des fibres du nerf auditif
sans pertes de fibres associées. Cette partie de mon travail va étre prochainement

soumis dans la revue eNeuro (Occelli, Hasselmann et al, submitted in eNeuro).
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5. Discussion

Les techniques d’exploration fonctionnelle de la cochlée utilisées en routine
dans les laboratoires de recherche et en clinique (potentiels d’'action composite du
nerf auditif, potentiel évoqués auditifs précoces) utilisent des stimuli sonores brefs et
stéréotypés (clics, bouffées tonales) pour tester I'intégrité fonctionnelle de la cochlée
alors que celle-ci est plutdt concue pour encoder des sons beaucoup plus complexes
comme des signaux de paroles. Fort de ce constat, le but de cette étude a été
d’'élargir I'arsenal des tests existant en développant de nouveaux tests capables de
mesurer la réponse du nerf auditif & des stimuli plus riches comme une bande de bruit
modulée en amplitude. Ces techniques ont été développées et testées chez le
rongeur et évaluées sur deux modeles physiopathologiques, d savoir une neuropathie

auditive chez la gerbille et le vieillissement cochléaire chez le rat Sprague-Dawley.

5.1. Neuropathie auditive induite par application d’ouabaine

L'ouabaine est un glycoside cardiague 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 infracellulaire avec les ions potassium (K+) issus du milieu extracellulaire
contre leur gradient de concentration. Dans la cochlée, les pompes Na/K-ATPase sont
exprimées surles 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
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exces d’ions sodium dans le milieu infracellulaire, le gonflement puis la mort cellulaire

de la fibre.

Des études récentes menées a I'institut des Neurosciences de Montpellier ont
montré que I'application d'une faible dose d'oudbadine (33 uM) détruit
preférentiellement les fibres a basse activité spontanée (Bourien et al., 2014). Ce
résultat pourrait s'expliquer par des différences homéostatiques inter-fibres. Les fibres
d haute activité spontanée qui ont un plus grand diametre et plus de mitochondries
que les fibres a basse activité spontanée. (Liberman, 1980, 1982; Merchan-Perez and
Liberman, 1996) doivent avoir une plus grande densité 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
diametre plus fin et moins de mitochondries n’expriment pas autant de pompes Na/K-

ATPase, ce quileur confere probablement une plus grande vulnérabilité a I'ouabaine.

Ce modele de neuropathie estintéressant sur le plan expérimental car il permet
de créer une perte sélective des fibres a basse activité spontanée comme observée
au cours du vieillissement chez la gerbille (Schmiedt et al.,, 1996) et la souris
(Sergeyenko et al., 2013) ou apres une surexposition sonore entrainant une élévation
temporaire des seuils auditifs (souris : Kujawa and Liberman, 2009 ; cochon d'indes :
Linetal., 2011; Furman et al., 2013). Par ailleurs, ces fibres jouent probablement un réle
important dans encodage de sons dans le bruit (Costalupes et al., 1984; Huet et al.,

2016) et I'encodage de I'enveloppe temporelle (Joris and Yin, 1992).

Dans la premiere partie des résultats, nous avons montré que I'enregistrement
du bruit de fond cochléaire en réponse a des bandes de bruit pulsées permet de
détecter une perte de fibres O basse activité spontanée indétectable avec la

technique du potentiel d'action composite (Bafrel et al., 2017). Nofre hypothese
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actuelle est que le potentiel d'action composite mesure le degré de synchronisation
du premier potentiel d'action déclenché par les fibres en début de stimulation
acoustique tandis que le gain neural dépend de la réponse soutenue des fibres. Chez
la gerbille, le degré de synchronisation des fibres (c'est-a-dire la variance de la
latence du premier potentiel d'action) est positivement corrélé avec I'activité
spontanée de la fibre (Rhode and Smith, 1985; Oliver et al., 2006; Buran et al., 2010;
Bourien et al., 2014; Huet et al., 2016). C’est la raison pour laquelle, les fibres a basse-
AS (AS<0.5 PA/sec) contfribuent peu au PAC, et leur perte est indétectable en

mesurant I'amplitude du PAC.

En conclusion, nos données soutiennent I'idée que |'utilisation de méthodes
électrophysiologiques basées sur la synchronisation du premier PA ne permet pas de
détecter la perte de fibres a basse-activité spontanée. Ici nous proposons que les
potentiels globaux a la fenétre ronde, qui évaluent le taux de décharge soutenu du
nerf (steady-state) constituent une voie plus prometteuse pour explorer I'intégrité du
nerf auditif notamment chez I'homme en utilisant des enregistrements trans-

tympaniques par exemple (Eggermont, 1976).

5.2. Vielllissement chez le rat Sprague Dawley

Le rat sprague-Dawley est un rat non-consanguin albinos, de croissance rapide,
docile et facile d manipuler. Par ailleurs, cette souche répond bien aux tests
comportementaux et électrophysiologiques constituant ainsi un modele de choix
pour évaluer I'effet de I'age sur I'audition. Contrairement aux observations faites chez
d'autres modeles animaux (Souris, Sergeyenko et al., 2013 ; Gerbille, Schmiedt et al.,
1996) et chez I'homme (Makary et al., 2011), nos résultats montrent que le nombre de
synapses et par conséquent le nombre de fibres du nerf auditif des rats Sprague-

Dawley ne diminue pas au cours du vieillissement. A 21 mois, ce qui correspond & 85%
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de la durée de vie d'un rat (Keithley and Feldman, 1982), le nombre de synapses par
cellule ciliée interne est parfaitement conservé. En accord avec ces résultats,
I'exploration fonctionnelle de ces rats dgés montre des seuils auditifs normaux et des
amplitudes du PAC comparables aux rats jeunes. En revanche, I'activité spontanée
globale du nerf auditif diminue chez les individus &gés. Ce résultat suggere une
diminution de I'activité de I'ensemble des fibres du nerf auditif ou bien d'un
contingent limité de fibres. Dans I'hypotheése d’'une préservation des fibres a haute
activité spontanée et d'une altération limitée aux fibres dont I'activité spontanée est
moyenne, les seuils auditifs ainsi que I'amplitude du PAC seraient conservés (Bourien
et al.,, 2014). De plus, I'augmentation du contingent de fibres & basse activité
spontanée au cours du vieilissement pourrait aqisément rendre compte de
I'amélioration de la réponse a I'enveloppe temporelle, c'est-a-dire I'augmentation
de I'indice de synchronisation du nerf avec I'enveloppe. En effet, les travaux de Joris
and Yin (1992) et Cooper et al. (1993) ont montré que la réponse de fibres & basse
activité spontanée était mieux synchronisée avec I'enveloppe du stimulus que le
contfingent des fibres a haute activité spontanée. Ces dernieres ayant une réponse
« on » plus importante surle front montant de I'enveloppe ce qui dégrade ainsil'indice
de synchronisation. Des enregistrements unitaires chez de rats de 9 et 21 mois

permettraient aussi d'évaluer la perte d'activité spontanée des fibres.

La diminution de I'activité spontanée des fibres du nerf auditif pourrait
s'expliquer par 3 mécanismes distincts, a savair, i) une origine présynaptique, i) une
altération strictement neuronale ouiii) un dysfonctionnement des fibres efférentes

olivo-cochléaire.

L'activité des fibres du nerf auditif est gouvernée par la libération du glutamate

par les cellules ciliées internes. Ces derniéres possedent a leur synapse un élément
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dense aux électrons, appelé ruban synaptique, qui est entouré d’un halo de vésicules
synaptfiques (Nouvian et al., 2006). Un nombre faible de canaux calciques aux
synapses A ruban entrainerait une fusion des vésicules a la membrane limitée et par
conséquent serait a I'origine des fibres a basse activité spontanée. A I'inverse, une
forte proportion de canaux calciques provoqguerait une libération massive de
glutamate et serait responsable d’un taux de décharge important chez les fibres &
haute activité spontanée (Meyer et al.,, 2009). Au cours du vieilissement, une
diminution du nombre de canaux calcique pourragit enfrainer une diminution de
I'exocytose et donc une réduction nette du taux de décharge des fibres du nerf
auditif. Pour tester cette hypothese, la mesure de I'activité des courants calciques des

cellules ciliées avec la technique du patch-clamp est nécessaire.

Un deuxieme scénario & l'origine de la réduction de I'activité spontanée
pourrait étre une altération directe des neurones auditifs. Une démyélinisation des
fibres est peu probable. En effet, les fibres & haute activité spontanée étant fortement
myélinisés, ce serait elles qui seraient en premieres affectées et ce qui provoquerait
une diminution de I'amplitude du PAC au cours du vieillissement, d I'inverse de nos
résultats. En revanche, une altération du nombre de récepteurs post-synaptiques au
glutamate et/ou des canaux sodiques sensibles au potentiel pourrait expliquer la
réduction de I'activité spontanée. Ici, des expériences en patch-clamp et en

immunohistochimie nous permettrait de tester cette hypothése.

Enfin, une derniere hypothese serait une altération des fibres efférentes olivo-
cochléaires latérales. Ces dernieres qui proviennent de I'olive supérieure latérale,
projettent directement sur les fibres afférentes pour en réguler I'activité (Ruel et al.,,
2001, 2006). Cependant, une perte de fonction du faisceau olivo-cochléaire au cours

du vieillissement est peu probable. En effet, la dopamine, principal neurotransmetteur
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des efférences latérales, inhibe I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. La perte
des efférences latérales provoquerait donc une élévation du taux de décharge des

fibres du nerf auditif (Ruel et al., 2001, 2006).

En raison des changements importants qui s'opéerent au cours du vieillissement,
il est difficile d’identifier le mécanisme moléculaire a I'origine de I'effet observé, a
savoir la réduction de I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. Cependant, une
perte de fonction du systeme métabolique comme cela est observé dans le systeme
nerveux cenfral (Du et al., 2015 ; Zhong et al., 2012) pourrait probablement réduire
I'activité spontanée des fibres. Il a été démontré que I'activité spontanée d’'une fibre
est positivement corrélée avec sa densité de mitochondries (Merchan-Perez and
Liberman, 1996). Il est bien connu qu’une fibre d haute activité spontanée a un cout
métabolique élevé pour maintenir son taux de décharge. Une réduction du nombre
de mitochondries avec I'dge aura pour effet de réduire I'activité de la fibre. Pour
évaluer cetfte hypothése, il serait intéressant d'observer des coupes de nerf au
microscope électronique chez des rats de 21 mois pour mesurer la densité

mitochondriale, puis de la comparer a celle de rats de 9 mois.

Par ailleurs, ce mécanisme pourrait aussi expliquer pourquoi les seuils auditifs
s'élevent de quelques dB dans les basses fréquences chez le groupe 21 mois. Dans
cefte zone fréquentielle, le nombre de fibres étant 2 & 3 fois plus faible que dans la
zone du 8-16 kHz, une modiifcation du phénotype des fibres peut impacter la sensibilté
de neurones et donc impacter le seuil auditif. L'élévation des seuils auditifs dans les
hautes fréquences pourrait étre lié a un effet de I'age sur les cellulles ciliées externes
gue nous n'avons pas pu tester avec notre systeme de produits de distrortions
acoustiques. Il serait donc intéressant de compter le nombre de CCE en miscroscopie

electronique, dans le tour basal de la cochlée du groupe 21 mois.

98



99



6. Conclusion

Ce travail de these démontre qu'il est indispensable d'élargir le nombre de
techniques d’exploration fonctionnelle de la cochlée. L'utilisation des produits de
distorsion acoustiques associée a la mesure du potentiel d’action composite du nerf
auditif ne permet pas de déceler des déficits subtils d’encodage dans le nerf auditif.
Par exemple, la perte sélective des neurones a basse activité spontanée et a seuil
d’activation haut, est indétectable avec les méthodes classiques alors que I'utilisation
d'une mesure de I'activité soutenue des fibres le permet. Nos résultats montrent aussi
qu'un changement de phénotype des fibres observé au cours du vieillissement du rat
Sprague-Dawley, et caractérisé par une réduction de I'activité spontanée de fibres,
est trés difficile a dépister avec le mesure de I'amplitude du potentiel d'action
composite du nerf auditif. L'utilisation d'un stimulus acoustique plus écologique
comme une bande de bruit modulée en amplitude améliore la sensibilité
diagnostique du test électrophysiologique. L'utilisation de ces nouvelles techniques en
clinigue, devrait permettre un meilleur diagnostique des « surdités cachés » et une

meilleure prise en charge clinique et audioprothétique.
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tout court. Merci de m’avoir appris a faire des présentations orales (les fameuses
répét’). Merci pour ton intégrité personnel et professionnel.

Merci a I'équipe du CNPS, Boris GOUREVITCH (Paris Saclay) et son thésard Florian
OCCELLI, qinsi que Jean-Marc EDELINE de m'avoir permis de participer d leur étude
sur le vielllissement des rats, de m’avoir accueilli pour visiter leurs installations fin 2014.
Un énorme merci a Boris pour son soutien, sa culture, son intégriteé, son courage et son

enthousiasme tout au long de cette étude et lors des comités de these.

Je remercie I'entreprise ENTENDRE de m'avoir fait confiance en financant cette
étude. Merci @ Romain TUDUAL ainsi que son épouse Agnés pour leur confiance, leur
clarté, leur fiabilité, leur stabilité, leur écoute, leur patience, leurs conseils et le poste
proposé a la fin de mon contrat de these, également bien sOr pour leur souplesse et
leur soutien humain indéfectible durant ses années Montpelliéraines et
particulierement depuis mon retour d Rennes. Merci également a I'équipe du siege
d’ENTENDRE (GIPA2), en particulier Laurent CROS et Fabienne DESABRES, qui ont
toujours su étre a I'écoute et réactifs. Merci pour leurs qualités humaines, leur soutien,
leur patience durant cette longue aventure. Merci aux 3 présidents d’ENTENDRE qui
se sont succédés entre le début (1er mars 2013) et la fin de cette thése (novembre
2017) : Romain TUDUAL, puis Jean-Robert FIOLLEAU et I'actuel, Laurent PIRON, pour
leur écoute, leur patience, leurs conseils et leur compréhension durant ce projet plus

long que prévu.

Je tiens a souligner la fidélité et la loyauté de Romain TUDUAL qui m’a donné ma
chance en tant qu’audioprothésiste a la sortie de mon dipldbme en 2008. Il a écouté
et cru en mon projet. Ainsi apres avoir travaillé un peu plus d'un an chez lui, j'ai repris
mes études en master. Le master s'étant bien passé, I'entreprise Sanofi était d'accord
pour financer ma thése. Comme j'étais audioprothésiste et que j'avais déja travaillé
chez ENTENDRE, nous avons demandé le financement  ENTENDRE qui a accepté.
Ainsi un grand merci d Romain TUDUAL de m’'avoir accompagné, appuyée et
approuvé tout au long de ce projet de presque 10 ans.

Merci infiniment & Gilles GUILLARM sans qui rien n’aurait été possible et sans qui
je n'aurais jamais penseé a faire une these. Ma rencontfre avec toi en 2006 a été
décisive. Tu m'as donné un espoir professionnel, une ambition afin d'améliorer la prise
en charge des malentendants en pratique. Tu m'as montré la voie a suivre pour y
parvenir et prodigué de nombreux conseils quand tu étais encore avec nous. Tu m’'as

aussi encouragé a faire le master. Ca a été une inestimable chance de te rencontrer.
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J'aurai été tellement heureux que tu sois présent le jour de la soutenance. Merci a
Nathalie pour les mots toujours gentils et compréhensifs durant cette aventure.

Merci & Benoit GODEY pour sa qualité, la voie qu'il montre et la mentalité qu'l
transmet lors de ses cours & Fougeéres. Lors de mon stage dans son service (2006) et
lors de mon mémoire sur les implants cochléaires (2008) dans ce méme service, les
fréquentes conversations qu’il avait avec Gilles GUILLARM et Frank LEFEVRE, régleurs
d’'implant, ou encore avec Bénédicte PHILIBERT ou Michel BELIAEFF, de la société
Med-El, m'ont révélé ma vocation : je ferai tout ce qui est en mon pouvoir pour aider
les malentendants. A mon humble niveau, je participerai a I'amélioration de la prise
en charge du malentendant et cela me comblera. Je suis convaincu que la société
a tout a gagner, que ce soit sur le plan économique ou social, & ce que les
malentendants, en particulier les presbyacousiques, soient bien pris en charge et

heureux.

Un grand merci a Jean-Pierre PIRON de m’avoir offert la chance de régler des
implants cochléaires au CHU de Montpellier en 2011-2012 entre la fin du master ef le
début de la thése : expérience enrichissante et qui tombait a pic | A la fin du master,
mes encadrants & I'INM me proposaient de partir 1 an en Allemagne dans le labo de
Tobias MOSER et Nicola STRENZKE a Gottingen pour y apprendre la mesure de la fibre
unitaire chez la souris. Le probleme était qu'évidemment il n'y avait pas de
financement pour ma compagne qui était enceinte de notre 1¢renfant. Ta proposition
de poste quelgques mois apres le projet proposé par I'INM tombait donc tres bien.
Merci pour tes qualités humaines, ton humour et ton ouverture d’esprit. Sans t'en
rendre compte, tu as été un soutien important pour moi lors de cette période
charniére et incertaine. Les quelques discussions que nous avons eu en fin d'apres-
midi dans ton bureau, notfamment ton partage d’expérience sur ta vie au début des

années 80 et I'arrivée de ton Ter enfant, m’ont grandement aidé par la suite.

Merci & Fréderic VENAIL de s’éfre mis en quatre pour m'accompagner a St Cyr
L'école en décembre 2011 pour expliquer le projet de these au consell
d’administration du groupe ENTENDRE. Sans ta présence, l'issue aurait peut-étre été
différente. Merci également de m’avoir accueilli en 2012 et début 2013 a IPaudioM,
la plateforme clinique de I'unité INSERM U1051 au CHU Gui de Chauliac  Montpellier
et de m'avoir permis d'étre audiométriste adulte & enfants dans le service ORL d cette
période.
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Merci a Paul AVAN pour ces quelques mots d’encouragement et réconfortant
en novembre 2016 lors d'une formation sur Paris oU il m'expliquait quelques chemins

surprenants qu'avaient pris sa carriere.

Merci au camp du patch-clamp de Régis, a savoir Gaston SENDIN et Marie
GUILLET, un lieu baigné de musique et de culfure. Merci a Gaston, the post-Doc man,
pour son humour, sa culture, son soutien, ses conseils methodo et ses nombreuses
discussions passionnantes lors des pauses déjeuner, ou autour d'une biére le soir ainsi
gue cette colocation de quelques mois en fin de master trés enrichissante et remplie
de bonheur. Merci & Marie pour les discussions philosophiques qu'on a partagé et de

son soutien durant ces années montpelliéraines.

Merci & Charlene BATREL pour les enregistrements unitaires, de m’avoir montré
la chirurgie du plot et la perfusion de la ouabaine ainsi que foute son aide en général.
Je te souhaite une bonne continuation dans ton nouveau poste.

Merci a Antoine HUET et Gilles DESMADRYL pour les enregistrements unitaires ainsi
que I'aide sur la startle-response pour Antoine. Merci Gilles pour tes conseils, le partage
de ton expérience et les passionnantes discussions en salles de manips quand on se
croisait & 5h du mat.

Merci a Marisa TEIGELL du service histologie de I'INM pour avoir fixé et prélevé les
cochlées et cerveaux de tous les rats durant ces 3 années, avec efficacité, bonne
humeur, et une grande souplesse sur le planning quand ma manip prenait du retard.

Merci a Chantal RIPOL et Isabelle SASSETTI pour la qualité du service histologie.

Merci a Lucie BILLET pour son remarquable travail qu’elle a effectué en stage de
master a I'INM sur le codage de I'enveloppe temporelle chez la gerbille ainsi que son
travail de master2, tout aussi remarquable, sur la détection de I'enveloppe chez

["'humain.

Merci Clément SUREL pour ta culture ciné, ta sympathie et fon humour ainsi que
le comptage des synapses. Bonne contfinuation dans ton post-doc au pays de
Legoland.

Merci a Yong TANG, alias « la banane, la péche, la frite » pour son énorme fravail
sur la ouabain, tous ses conseils en chirurgie notfamment ceux d'octobre 2015 en

derniére année et son soutien.

Merci a Michel EYBALIN de s'étre occupé de I'immunologie des cochlées de rats,
le partage de son expérience et ses conseils.
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Merci a super Hideaki OGITA, pour tous les conseils qu'il a pu me donner en
chirurgie, electrophy, pour son aide sur la startle-response et sa sympathie.

Merci d Sandrine URVQY, secrétaire de I'école doctorale CBS2, pour son écoute,
sa disponibilité, sa sympathie et son efficacité tout au long de la these.

Merci a Michel DESARMENIEN pour son implication et son écoute ainsi que pour
I'organisation de la formation théorique d’électrophysiologie de 4 jours trés conviviale

organisée a Sete.

Merci d David GUIRAUD d'avoir accepté d'étre membre de mon comité de suivi
de these, pour ses conseils en fraitement de signal et humains.

Merci a Patrice QUINTANA pour son soutien moral, son humour, sa culture du
rugby et le partage de son expérience pendant ces années.

Merci a Jing WANG pour ses nombreux conseils en chirurgie et en
pharmacologie ainsi que sa gentillesse.

Merci & Marc LENOIR pour ses nombreux conseils, sa gentillesse, et son immense
connaissance de I'anatomie cochléaire ainsi que I'aide pour les prélevements. Merci
aussi de m'avoir fait participer & des interventions de prévention et de vulgarisation
aux colleges Clémence Royer et Camille Claudel sur Montpellier.

Merci a Sabine LADRECH pour les conseils, I'aide quant au matériel de chirurgie.

Merci a Cédric RAOUL pour son humour & chaque renconfre dans les couloirs de
I'INM.

Benjamin DELPRAT pour son humour, les discussions pertinentes, ses chansons, sa
culture en biologie moléculaire et surtout ses questions « qui fuent » pour les oraux.

Merci & Guy REBILLARD pour mister culture neurobiologie, la mémoire du labo,
son aide pour I'utilisation et I'analyse des produits de distorsion, et pour le millier de
petites choses, astuces qui permettent de gagner du temps. En espérant que tu
profites bien de ta retraite désormais.

Merci a Sahia DODO pour ses conseils en immuno et dissection ainsi que sa
gentillesse.

Merci a Julien MENARDO, el profesor, pour ses nombreux conseils en dissection

et electrophy, son partage d’'expérience et sa bonne humeur permanente.

Merci a Salim BENLEFKI collegue de I'équipe motoneurone pour ses phrases clés,

son moral d'acier, son humour et sa péche permanente.
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Merci & Caroline DRYBURGH pour son passage de 2 ans a I'INM en stage de

master, son humour et tous ces bons moments passés A la paillasse.

Merci & Eléa LAMBLIN pour ses conseils en chirurgie et sa sympathie.

Merci & Nesrine BENKAFADAR pour I'écoute, les discussions, conseils et ses
qualités humaines lorsqu’on se croisait en physio ou au module 2. Merde pour ta
soutenance en janvier prochain et en te souhaitant du succes pour ton post-doc &
venir a Stanford.

Merci a Sophie GUELFI et Willy JOLY pour I'organisation réguliere des Phd
Meeting, moment convivial qui faisaient du bien, permettaient de voir le travail des
autres doctorants et surtout les pizzas et les bieres gratuites |

Merci au service Animalerie dirigé par Jerome SARNIGUET, toujours de qualité et
d'une grande souplesse. Merci a Flora, Pascal (vive le foot I), John, Marie-Line, Julien
et Laura. La qualité de leur travail m'a permis la réalisation de toutes mes manips dans
les temps.

Merci a Jean-Philippe LEYRIS, Isabelle ROBELS pour leur humour, Céline SALSAC,
Ali SALEH et Laurent GUILLOU (le meilleur joueur de Ping Pong de I'INM d’'apres Ali,
I'organisateur du fournoi de I'institut) pour leur bonne humeur & chaque fois qu’on se
croisait dans les couloirs.

Merci a Dominique VIDAL pour sa disponibilite, et sa compréhension quand je
faisais sonner involontairement I'alarme a I'INM la nuit, merci pour tes conseils et les
nombreuses discussions enrichissantes que Nnous avons eues.

Merci aux autres étudiants en these et les post-doc, Emilie, Stéphanie, Gaby,
Carolanne, Piotr, Yulia de I'équipe audition mais aussi ceux des autres équipes de
I'institut Sophie, Ali (organisateur du internationational INM Ping Pong Tournament),
Safa, mais aussi les nombreux étudiants en stage de master.

Merci a Rachel FOUGERE du service laverie pour sa gentillesse et sa sympathie.

Merci & Jeremy BONNET pour les multiples services pratiques qu'il m'a rendu et
toujours dans la bonne humeur et son humour.

Merci a Sophie BAIZE du magasin pour avoir toujours répondu & mes demandes.

Merci a Véronique BRUGIOTI, Agnes BARTHOUX, Audrey BARREDA, Clélia ROCCA
ainsi que Claudine BOUJOT aux services administratifs et financiers de I'INM, toujours
de bonne humeur et efficace.

Merci au service informatique de I'INM, a Richard DUHAMEL, toujours prompt &
mes demandes les plus farfelues & lbrahim TADJOU pour leur efficacité et leur bonne
humeur.
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Merci & I'ancien photographe de I'INM, aujourd’hui en retraite, Jean-Louis
PASQUIER pour sa culture, son ouverture d'esprit et son aide a la finalisation des posters
et leur impression.

Merci d mes collegues de bureau, Christophe MICHEL (merci pour les conseils en
Matlab, ta bonne humeur et ton humour trash), Florence FRANCOIS (merci d'avoir
toujours répondu a mes demandes dans le module 2 et nos interrogations
administratives communes) et aux salariés de SENSORION qui ont partagé notre
bureau pendant 1 année pour leur bonne humeur et leur humour Stéphanie, Sophie,
Aurélie, Clémentine, et bien sir le fameux Désire.

Merci & Jean-Charles CECCATO pour ses conseils en traitement de signal,
Matlab, sur ma thése en général, son aide méthodologique, sa constance et son
humour.

Merci a Antoine LORENZI et Anthony GENTIL, les thésards d'IPaudioM, pour leur
accueil lors de mon passage a IPaudioM, leur soutien, leurs conseils ainsi qu’aux
étudiants en stage de master croisés la-bas.

Merci a Jérdbme RUEL pour ses mots d’encouragement et conseils quand je
perfusais du Salicylate In Vivo dans des cochlées de cochons d'Inde en master ainsi
que pour la qualité de ses cours en master.

Merci d Rémy PUJOL pour sa passion, le partage d'expériences et la création du
site « voyage au centre de I'audition » (cochlea.eu) a destination des professionnels
et du grand public.

Merci a Michel MONDAIN pour la qualité de ses cours et, lorsque je fravaillais
dans son service en tant régleur d'implant, pour ses conseils sur I'organisation de mon
planning de thése avec I'arrivée d'un 1¢ enfant.

Merci & Huan JIA croisé en physio lors de sa fin de thése et ses conseils sur la
manipulation et chirurgie des rats.

Merci a Alain GHIO pour ses cours pertinent en master ainsi que pour la discussion
enrichissante sur mon poster qu'on a pu avoir lors des journées de phonétique clinique
en 2015.

Merci a Bertrand FONTAINE pour les discussions pertinentes sur mes résultats lors
de son passage a I'INM, ses fravaux sur les noyaux cochléaires de gerbille, son humour
et sa vision de la société.

Merci & Primoz PIRIH pour son enthousiasme, son humour et ses conseils lors de
son passage sur Montpellier & chasser les papillons. Merci notamment pour cette
soirée en juin 2010 passé au pub O'Carolans avec des algériens, des américains, des
anglais et donc 1 slovene (Primoz) pour le dernier match de poule en coupe du
monde de football. Toutes les nationalités du groupe étaient représentées.

Merci a Paul FUCHS pour I'ensemble de son ceuvre et notfamment ses tfravaux sur
le vieilissement des efférences médianes ainsi que pour la discussion enrichissante
qu’on avait eu lors d'un diner sur Paris au congres des audioprothésistes en 2014.
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Merci & Sharon KUJAWA pour la discussion enrichissante, ses conseils et son
écoute lorsque je lui ai présenté mes travaux lors de sa venue a Montpellier en 2015.
Merci également pour I'ensemble de ses remarquables travaux sur les surdités
cachées.

Merci a Christian LORENZI pour I'ensemble de ses travaux et d'avoir toujours un
mot sympa lors de nos rencontres annuelles. Merci & Nihaad PARAOUTY pour sa
sympathie et ses tfravaux sur le codage de I'enveloppe par les noyaux cochléaires.

Merci a Philip JORIS pour son énorme fravail sur le codage de I'enveloppe
temporelle par le systéeme auditif, une source d'inspiration permanente.

Merci & Michael Charles LIBERMAN pour son énorme fravail sur le systeme auditif
périphérique depuis des décennies.

Merci a Stéphane MAISON pour ses remarquables travaux sur les efférences.
Merci a Harold SCHUKNECHT pour son énorme travail sur la presbyacousie
périphérique. Merci également a Joseph HAWKINS et Kevin OHLEMILLER pour leur

passionnant travaux sur le vieillissement de I'organe périphérique de I'audition.

Merci & Maria TER-MIKAELIAN et Dan SANES pour leurs travaux sur les vocalisations
de gerbille.

Merci & Peter DALLOS pour I'ensemble de ses tfravaux.

Merci & Hari BHARADWAJ pour ses arficles sur I'enveloppe temporelle qui m’ont
fortement inspiré.

Merci a Jos EGGERMONT pour la qualité et la quantité de ses travaux sur la
perception auditive depuis plus de 40 ans.

Merci & Barbara SHINN-CUNNINGHAM pour ses tfravaux sur I'attention sélective.
Merci & Daniel PRESSNITZER pour ses travaux et ses présentations qui m’ontinspiré.
Merci & Piet MERTENS pour ses tfravaux sur le glissando intra-syllabique.

Merci Andrew OXENHAM pour ses travaux sur le codage du fondamental
laryngé.

Merci a Albert BREGMAN pour ses fravaux sur I'analyse des scenes auditives.

Merci & Jim JERGER, I'idole de tout un peuple, pour ses tfravaux sur le traitement
temporel dans la perception auditive.

Merci & Nicolas GRIMAULT et Christophe MICHEYL pour leurs fravaux qui m'ont
fait réver.

Merci a Mickael MENARD pour ses remarques pertinentes sur mes posters au
congres UNSAF et sur ses tfravaux en these sur les ASSR.

126



Merci a Céline RICHARD et a Marjorie DOLE pour leurs fravaux de these sur la
compréhension de la parole dans le bruit.

Merci a Pierre YGER pour ses travaux tres inspirants sur I'activité spontanée.

Merci & Bénédicte PHILIBERT et Michel BELIAEFF, la Med-El team, croisés lors de
mon mémoire sur les implants cochléaires, pour les conseils et les mots sympa &
chaque fois qu'on se croisait en congres. lIs font partie des personnes qui m'ont donné
envie d'approfondir mes connaissances sur |'audition.

Merci Fabien SELDRAN, société Med-EL, qui en une discussion & un congres sur le
stand Med-EL m’a ouvert sur une autre vision de mes résultats du codage de
I'enveloppe au cours du vieillissement et merci pour le livre de Bregman et ta
collection d’articles JASA |

Merci & Christian FULLGRABE pour ses travaux sur la perception de I'enveloppe
temporelle chez les dyslexiques.

Merci & Arnaud COEZ pour son implication dans I'amélioration de la prise en
charge du malentendant et I'organisation de la branche scientifique au college
national d'audioprothése et au congres UNSAF.

Merci & Eric BIZAGUET pour son cursus qui m'a inspiré et son réle dans le
développement de la prise en charge du malentendant.

Merci & Marie-Christine  GROUAZEL, I'ancienne directrice de 1'école
d'audioprothésistes J.E. Bertin, pour ses grandes qualités humaines, ses conseils, et de
m’'avoir laissé ma chance a I'oral du concours d’'enfrée, ma trajectoire en aurait été
fort difféerente. Ce fut foujours un plaisir d’échanger avec vous durant mes 6 années a
Fougeres avec vous. Profitez bien de votre retraite.

Merci a Stéphane LAURENT pour son soutien, sa culture technique, son esprit
ouvert et ses qualités humaines. Merci également aux différents intervenants de
I'école J.E. Bertin de Fougeres pour la qualité de I'enseignement et I'ambiance saine
quiy regne.

Merci a Frank LEFEVRE pour la qualité de ses cours a Fougeéeres et d’avoir été mon
maitre de mémoire en fin d'études d’audioprothése. Merci de m'avoir proposé ce
sujet sur I'implant cochléaire Med-EL et de m'avoir donné acces a sa fameuse
bibliotheque comprenant sa thése en phonétique et tous les mémoires et études qu'l
a dirigés, une mine d'or pour un étudiant en soif de culture sur la réhabilitation auditive.
Tous ces mémoires tirent dans le bon sens, merci. Merci de m'avoir répondu quand je
lui ai dit que j'aimerai faire une these « Si c'est vraiment ce que tu souhaites, tu vy
arriveras ». Sur le coup, j'ai tfrouvé cette phrase étrange, aujourd’hui je la comprends.

Merci a Jean-Pierre FOGEL qui lors d'une conversation & un congresily a 3 ans
(2014) m'a fait partager son expérience des malentendants et m'a expliqué ce qui
serait intéressant a tester. Lors de la rédaction, 3 ans apres, ses mots me sont revenus
et m'ont permis de trouver une partie du fil de I'histoire de mon manuscrit. La vérité
vient souvent de la clinique.
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Merci a Stéphane GARNIER pour la qualité de ses cours a I'école de Fougeres et
ses formations chez ENTENDRE, qui m'ont extfrémement motivé a approfondir mes
connaissances sur I'audition.

Merci a Luis GODINHO pour ce fameux stage en 1¢e année dans son labo qui
m'a fait comprendre beaucoup de choses, et toujours le petit mot sympa d chaque
fois qu’on se croise en congres.

Merci a Claudie MARGES, renconfrée lors de mon stage a Paris, toujours de bons
conseils, de bonne humeur et aux grandes qualités humaines.

Merci a Xavier HENAFF de m'avoir appris en stage le métier d’audioprothésiste
et fait partager sa vision de la prise en charge humaine du malentendant, notfamment
de I'enfant. Merci d'avoir répondu d mes questions plus farfelues les unes que les
autres pendant ce stage.

Merci a Nicolas WALLAERT pour sa vision des choses, son soutien ponctuel mais
important & mes yeux ainsi que le développement du site web de I'école de Fougeres
et son implication dans la recherche et I'amélioration de la prise en charge du
malentendant.

Merci a la société ATOL de financer le Contrat de Qualification Professionnel &
la CCl de Fougeres, excellente formation que j'ai suivie en 2004-2005 avec de tres
bons intervenants, en particulier Gaspard ATEDZOUE. Le contenu des cours m'a été
d'une grande aide pour les années qui ont suivies.

Merci & Philippe RENNEVILLE, Sandra COLLAS, Mickael DECOUACON, et
Véronique DEMOUCEL intervenants a I'école Fizeau qui par leurs conseils constructifs
m’ont permis d’avancer, de prendre confiance et de me construire.

Merci a I'équipe des centres ENTENDRE de Rennes pour leur compréhension et
patience pendant cette longue année et demi ou j'ai fravailé en tant
qu’'audioprothésiste le jour, et la these la nuit : Fanny, Sylvaine, Jerome, Ai-Ly, ...

Merci a Mathieu BIGOT & Erwan BIE, master men, pour leur soutien sans faille, leur
humour, leurs conseils et tous ces beaux moments partagés, devenus trop rare
pendant cette période. Merci a Julianna, la coloc de Mathieu, pour sa gentillesse et
les discussions.

Merci d Maxime BALCON, master man, pour son implication dans I'amélioration
de la prise en charge du malentendant ainsi que son soutien régulier pendant cette
aventure. Merci aussi & Anne GENAIX pour son soutien moral et les retrouvailles
régulieres en couple pendant ses années en Languedoc.

Merci & Morgan POTIER pour son implication dans I'amélioration de la prise en
charge du malentendant, d’'avoir été pionnier des étudiants en master audiologie et
pour son énergie pour la création de I'association des audiologistes (ARIA).

Merci  mes autres collegues croisés au master, Julien LE CAM, Bertrand PELLAT,
Alexandre KARKAS, Benjamin CHAIX, Marie-Aude VESSIGAUD, Maria PERRAULT, Carine
BORY, Nicolas VANNSON, Antoine DREUMONT, Alexis BARRAUD, Romy CHAN KWONG,
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Camille MACE, Marie DESMIER, Elsa LEGRIS, Nathan LE CAM, Thibaut WISNIEWSKI,
Charlotte DIJOUD, Johann LAHAI, Anais ETOURNEUX, Thomas JUSTAL, Alice LAMY,
Antoine GENSTY et Madona AL ZAKHEM pour leur soutien, leur compréhension ou/et
les bons moments partagés durant ces années sur Montpellier.

Merci a Jean-Christophe LUCO, LA personne qui m'a vu évolué et grandir durant
ces 6 années A Fougeres, pour tes mots toujours sympas et nos rencontres sur Paris.

Merci a Christian NGUYEN pour son optimisme, son humour et le mot toujours
sympa a chaque fois qu’on se croise.

Merci a Pierre SOBECK pour son humour et les bonnes soirées a Fougeres (Team
America !).

Merci & ma promo d’'audio a Fougeres pour tous les bons moments passés a
cette période (la fameuse promo 10) et les mots sympas & chaque fois que I'on se
recroise en congres . Matthieu, Mathilde, Gautier, Luc, Benjamin, Léa, Jean-René,
Caroline, Thomas, Germain, Aurélien, Marie, Maud, Amandine, ...

Merci d Anne-Claire BRISORGUEIL, CQPgirl, pour son soutien et toutes les soirées
a Fougeéres, Redon et Rennes ainsi que les discussions au téléphone pendant mon
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Résumé

Contexte : La compréhension de la parole dans le silence est dépendante des mécanismes de codage de
I'enveloppe temporelle du signal sonore. Une anomalie du codage (d'origine infectieuse, immunitaire, génétique,
tumorale, ou environnementale) entraine irrémédiablement une diminution des performances audiométriques
vocales. Les méthodes d'exploration fonctionnelle de la cochlée (potentiels d'action composite du nerf auditif,
potentiel évoqués auditifs précoces) utilisent des stimuli sonores simples (clics, bouffées tonales) pour détecter une
anomalie de codage des indices temporels. Le but de cette étude était de développer une méthode
électrophysiologique capable de mesurer les réponses du nerf auditif & des stimuli modulés en amplitude.

Matériel et méthodes : La réponse électrophysiologique du nerf auditif a été mesurée & I'aide d'une électrode placée
sur la niche de la fenétre ronde de la cochlée de gerbilles et de rats vieillissants. Les stimuli acoustiques consistaient en
des bandes de bruit de 20 secondes modulées sinusoidalement en amplitude et centrées sur 4, 8 et 16 kHz. Nous avons
étudié le niveau, la profondeur de modulation, la fréquence de modulation et la fréquence porteuse.

Résultats : Notre étude sur le modéle de perte sélective neuronale (ouabain) montre que I'analyse des potentiels
globaux cochléaires permet de détecter une perte de fibres a basse activité spontanée dans le nerf auditif, résultat
important car indétectable (« surdités cachées ») actuellement avec les tests utilisés en routine en clinique (EcoG et
PEA) (Batrel, Huet, Hasselmann et al, Plos One 2017). Ensuite, en combinant le stimulus de cette étude avec une
fonction sinusoidale, nous avons développé et validé une méthode pour évaluer la qualité de codage de I'enveloppe
par le nerf auditif. Nous avons appliqué cette méthode sur un modeéle de vieillissement (rat Sprague-Dawley). Nos
résultats suggérent que le viellissement entfraine une modifcation du phénotype des fibres du nerf auditif sans pertes
de fibres associées (article Occelli, Hasselmann et al, soumis & eNeuro).

Conclusion : Nofre travail démontre qu'il est indispensable d'élargir le nombre de techniques d'exploration
fonctionnelle de la cochlée car les tests utilisés en routine en clinique ne permettent pas de déceler des déficits subtils
d'encodage dans le nerf auditif. La mesure de I'activité soutenue des fibres permet de détecter la perte sélective des
neurones A basse activité spontanée, indétectable avec les méthodes classiques. Le changement de phénotype des
fibres observé au cours du vieillissement du rat Sprague-Dawley est détectable avec notre méthode alors qu'il ne I'est
pas avec le potentiel d'action composite du nerf auditif.

Mots clés : Enveloppe temporelle, fibres du nerf auditif, modulation d'amplitude

Summary

Background: Speech intelligibility in quiet is critically dependent on the temporal envelope of a sound signal. An
abnormal coding of this temporal cue (due to infectious, immune, genetic, tumoral or environmental of origin) implies
a decrease of speech recognition scores. The current proxy to probe deafness in clinical framework (Compound
Action Potential of the auditory nerve, auditory brainstem responses) uses simplistic stimuli (clicks, tone bursts) to detect
a such abnormal coding of the temporal cues. The aim of this study was to develop a new electrophysiology method
in murins able fo measure the auditory nerve responses to amplitude-modulation stimuli.

Material and methods: The electrophysiology response of the auditory nerve was recorded using an electrode
implanted onto the round window niche on normal-hearing gerbil cochlea and aging rat cochlea. The acoustical
stimuli consisted of 20 seconds sinusoidally amplitude-modulated noise-band centered on 4, 8 and 16 kHz. We have
studied varying sound level, the modulation depth, the modulation frequency and the carrier frequency.

Results: Our study on the selective fiber loss ouabain model show the mass potentials recorded at the round window
enable the detection of low spontaneous rate fibers in gerbil auditory nerve. This resultisimportant because the current
clinical used tests aren’t enough sensitive to detect a such coding impairment (CAP, ABR) (Batrel, Huet, Hasselmann
et al., 2017). Then we combined the stimulus of this previous study with a sinusoidal function fo develop a new method
fo assess the envelope coding by the auditory nerve. We validated this new method. Last, we used our method on an
aging model (Sprague-Dawley rat). Our results suggest aging leads to a phenotype change of auditory nerve fibers
without associated fiber loss (article Occelli, Hasselmann et al, submitted to eNeuro).

Conclusion: Our study shows it's indispensable to expand the number of tools to probe the cochlea because the
current clinical used tests aren’t enough sensitive to detect subtle deficits of encoding in the auditory nerve. The
recording of the fiber sustained activity enables to detect the selective loss of low-spontaneous rate neurons. A such
loss is undetectable with classical clinical fools. The phenotype change of fibers we observed in aging Sprague-Dawley
rats is detectable with our method whereas it's not using the compound action pofential of the auditory nerve.

Key words: Temporal Envelope, Auditory Nerve Fibers, Amplitfude Modulation.
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