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Lorsque j’étais en Master 2, j’ai rencontré un doctorant a Paris, il était a quelques mois de la fin de sa
these. Un jour il m’a expliqué que la thése, c’était comme un marathon : c’est une course dans laquelle
il faut donner un coup de starter mais surtout tenir sur la longueur. En premiére année de thése, un soir
vers 20h30 au confocal, Philippe m’a dit : « Chloé, n’en doute pas, tu es mariée a ta these. Tu dors avec
elle, tu manges avec elle, tu passes tout ton temps avec elle, tu I'aimeras la majorité du temps, elle
t’énervera voire tu la détesteras certains jours, mais toujours tu reviendras vers elle. Car tu es mariée a
ta theése ». Chers lecteurs sachez-le donc : la these c’est comme si vous courriez un marathon en tenue
de mariage.
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Résumé

Réle de la chaine Iégére de la ferritine dans le codage sonore

La cochlée est 'organe de l'audition. Elle contient deux grands types de cellules sensorielles
auditives, les cellules ciliées externes (CCE) qui amplifient les ondes sonores et sont responsables de
la sélectivité en fréquence ; et les cellules ciliées internes (CCI) qui activent les fibres du nerf auditif a
partir de la libération de leur neuromédiateur, le glutamate, a la fente synaptique. Pour assurer leurs
rbles respectifs, les cellules ciliées sont coiffées par un faisceau de stéréocils qui détecte 'onde sonore.
Les mécanismes nécessaires au maintien de l'activité des cellules ciliées restent en grande partie
indéterminés. Ici, nous avons étudié le role de la ferritine, connue pour stocker le fer intracellulaire et
prévenir ainsi la formation de radicaux hydroxyles, dans le codage de I'information sonore. Pour cela,
nous avons examiné le phénotype des souris dont le géne codant la chaine légere de la ferritine (FTL1)
a été invalidé par recombinaison homologue. La mesure des potentiels évoqués auditifs montre des
seuils auditifs similaires chez les souris de type sauvage et hétérozygote. En revanche, chez la souris
homozygote knock-out, 20 % de la population présente une élévation des seuils auditifs, associée a
une diminution des produits de distorsions des émissions oto-acoustiques, reflétant une baisse d’activité
des CCE. En accord avec ces données fonctionnelles, I'observation morphologique des cochlées en
microscopie électronique montre une dégénérescence des CCE et une altération des stéréocils des
CCI. Bien que la perte de FTL1 n'ait pas modifié le nombre et la taille des rubans synaptiques des
cellules ciliées, les mesures effectuées en patch-clamp montrent une plus grande proportion de CCI
avec un courant calcique altéré chez les souris FTL1". Ces résultats suggérent que le maintien des
cellules ciliées est tributaire de la ferritine. Cette derniére pourrait jouer un réle dans la protection des
cellules ciliées contre la formation de radicaux libres.

Mots clés : cochlée ; cellule ciliée ; ferritine ; surdité

Abstract

Role of the ferritin light chain in the sound coding

Hearing relies on two major kind of sensory auditory hair cells in the cochlea: the outer hair cells
(OHCs), which amplify sound stimulation, and the inner hair cells (IHCs), which transduce sound
stimulation into release of neurotransmitter. Thus, cochlear activity sets high demands on the cellular
metabolism. Ferritin, which belongs to the iron-binding protein family, stores the intracellular iron, require
for several metabolic processes. Here, we probed the role of ferritin in the cochlea by phenotyping the
ferritin light-chain subunit knock-out mouse. Wild-type and heterozygous mice showed similar ABR and
auditory thresholds. In contrast, in the FTL1 knock-out mouse, we found-out a threshold shift in 20% of
the homozygous mice associated with the loss of the distortion product of otoacoustic emissions,
reflecting the OHC'’s activity. Consistently, light and electron microscopy show a massive degeneration
of the OHCs. In addition, we found-out splayed hair bundle in IHCs in the fraction of FTL1"- with threshold
shift. Although the loss of FTL1 did not change the number and size of the hair cell synaptic ribbons, we
found-out a larger proportion of hair cells with altered calcium current in the FTL1” mice. We propose
that ferritin may protect to some extent the hair cells and notably the ribbon synapse against iron-induced
hydroxy! radicals.

Key words: cochlea; hair cells; ferritin; deafness



Table des matieres

ADTFEVIATIONS ittt e e e ettt e e e e e s s s bbb et et e e e e s e bbb e et e e e e e e e e nbreeeeeeeeeeaaaanes 10
Liste des Figures et des TableauX ....ccooeeeeeeiiiiiii i, 12
1 INTRODUCGTION . ... ettt ettt ettt e et e e e et s e ettt s e e eaa s e e eeaa s eeeaaa e esesanseaeanaeesesnnsaanennnsenesnnns 13
2 LOGIQUE DU CODAGE DE L'INFORMATION SONORE ......coeeeiieiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e, 16
P R o1 ¢ 11| L= PO PP PP UPPPPPPPPPPRRN 17
2,01 L OrEIllE @XEEIME ..uiiiiiei e ettt ettt e ettt e e e e e st e e e e e st e e e e e e e nbreees 19
2.1.2  Loreille MOYENNE oo 19
2.1.3 L Oreill INTEINE..cii e 21

2.2 LA COCKNIBE e 21
2.2.1  Les fluides COChIBAITES. ... ...viiiiiiiiee et 23
222 L'0rgane de Cortivuuiiiiiiiiiiiiiii i 26
2.2.3  Mécanotransduction des cellules CiliEes.........coovviriiiiiiiiiiieee e 27
2.2.4 Mécanotransduction et potentiel de récepteur des cellules ciliées externes ................ 32
2.2.5 Electromotilité des cellules Ciliées eXTerNes. ......cc.ceveriiieiiiiieie it 33
2.2.6  Mécanotransduction et potentiel de récepteur des cellules ciliées internes................. 34
2.2.7 Lasynapse aruban des cellules ciliées internes..........cccccoiiiiiiii 36

2.3 COdAEE €N FrEQUENCE ...uvveeieiiiiieiiitiii s 39
P2 T N - I o o o) o o] [T PP PPPPR 39
2.3.2  Mécanismes actifs et cellules Ciliées eXtErnNes ........cccoccveeiiiieeeiiiiiiee e 41
2.3.3  Leverrouillage en phase ... 41

2.4 COdage EN INTENSITA. ... .uuuueiiiiiiiiii e nnn 43
2.4.1 Anatomie et fonction de I'innervation des cellules ciliées internes .........ccccoccveeeernnneenn. 43
2.4.2  Anatomie et fonction de I'innervation des cellules ciliées externes ........ccccocceeeernnnennn. 47

2.5 Lavoie auditive aSsCeNante.........cieiiiuiiiiiiiiiie e 48

3 LA FERRITINE ..ttt ettt ettt ettt e e sttt e e ettt e s s abb et e e s abe et e s eabbe e e e smbbeeeesanreeeesnnes 49
3.1 Composition etrole de laferritinge.......ccceoeeiiiiiii i 50
3.2 Régulation de I'expression de la ferritine..........ccoooeeeei 53
3.3 Maladies et mutations génétiques liées a la ferritine.............cccccc 54
3.4 Mécanisme de mort cellulaire : 1a FErroptose........cccceeeiiiiiiiiec 55
3.5 Meécanismes moléculaires de 'homéostasie du fer..........ccvriiiiiiiiiiiiii e 57

4 MATERIEL ET METHODES ...ttt ettt e ettt e e e e e e et ee e e e e e e eeeenna e eeaaeees 60
A1 ANIMAUX it 61
4.2 GENOLYPAEE. ..o e e, 62
4.3 Exploration fonctionnelle ... 63



4.3.1  ANESENASIE S ANIMAUX...euniiieiiieiiie et e et et e e et e et sesaeesanessanssanessneessnneees 63

4.3.2  Potentiels EVOQUES QUILITS .......uuuuueiii s 64
4.3.3  Produits de distorsion des émissions 0t0-aCOUStIQUES .......uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeereae 65
4.3.4  Mesure du potentiel endoCOChIBaIre. .......uuuuuuu s 65
00 ST - | ol o B o] - o o J 66

4.4 Observations anatomiques : Microscopie photonique .........ccccoeeiiii 68
441 IMMUNOTIUOIESCENCE ....vviiiiieeiiiiitete ettt e e et e e e e s e et e e e e e e e s snbraeeeaeeeeas 68
4.4.2  MiICroSCOPI€ CONTOCAIE ...uuuuuuiiiii s 70
4.4.3  MICrOSCOPIE STED ovtiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt s e e e e e e et e s s s e e e eeaaaan s e s e eeeeassanannees 70

4.5 Observations anatomiques : Microscopie Electronique........cccccceiiiiiiii, 71
4.5.1 Microscopie électronique a balayage ..........uueeuue 71
4.5.2  Microscopie électronique a tranSmMiSSION ..........uuuueueuuicererrrc s 72

D RESULT AT S ettt ettt e st e e e st e e s et e e s st e e e s st ee s s e e e et e e s e nreee e nnres 74
5.1 Exploration fonctionnelle des SOUriS FTLL  ......ccoccvviiiiiiiieie e ene e 75
5.1.1 Atteinte auditive dans une fraction de souris FTLL” .........ccccceveeeriereeriereesieeeseevenane 75
5.1.2  Etude longitudinale de la perte auditive chez les souris FTLL” .......cccccoevvvieverereereenenne. 79

5.2 Etude morphologique du phénotype de la souris FTLL7 ........ccoevieieiiieeiiecececeeee e 82
5.2.1 Atteinte de I'épithélium sensoriel chez les souris FTL1Y HT......cccovvvvivierceceeceeceenene, 82
5.2.2  Morphologie et activité de |a strie vasculaire chez les souris FTL1 HT......cccoveveuvennne. 84
5.2.3  Altération du pole apical des cellules ciliées de souris FTL17 HT........cccovvvveverireeennnne. 85
5.2.4 Nombre et dimension des rubans syNaptiqUES............eeeererrerriererereeiiiieieireeerereeeereer. 89

5.3 Modulation de I'amplitude des courants calciques par la ferritine........................l 93

B DISCUSSION ...ttt ettt s et e e sttt e s ettt e e sabb e e e s s et e e s sambe e e e sambreeeseanreeeesnnees 95
6.1 Atteinte des cellules ciliées chez les souris homozygotes FTL17 HT.......ccccevvveieieeerieeennenan. 96
6.2 Ladégénérescence des cellules ciliées reflete-t-elle une ferroptose cochléaire ?.................. 98
6.3 Variabilité du phénotype chez les souris homozygotes FTLL” .........ccccvvvveeeieieeeeceeeenene 100
6.4 FTL1, une protéine a proximité desrubans ? ..........cccoeeiiii 101

7  REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES.......ooiiiiiiiiiiite ettt ettt et 103
RESUME. ...ttt e sttt e e ettt e s e bttt e s sb bt e e e s aa bt e e e e easbe e e e sabe e e e e eabbeeessnbeeeeeanneeeens 125



Abréviation

T

4-AP

AC
ATPases N*/K*
BAPTA
BK
CaCl2
Cav

CCE

CcCl
CDH23
CIB2
CIC

CsCl
CsOH
CtBP2

dB

DC
DMT1
EDTA
ETOH
Fe?*

Fe3*
FM1-43
FTL1
FTL1™"
FTL1"*
FTL1*"
FTL1 LT
FTL1" HT
FTH
GPX4
GSH
HEPES
H.0;

HF

Hz

IRE
IRP1, IRP2
IX

KCI
KCNE1
KCNQ1
KV7.4
LHFPL5
Mg-ATP
MgCl2-6H20
MgS04-7H20
MtF
MTP1

Constante de temps membranaire

4-aminopyridine

Composante alternative (du potentiel récepteur)

Pompe sodium-potassium

Acide aminopolycarboxylique spécifique au calcium (chélateur calcique)
Canaux potassiques de grande conductance sensible au calcium
Chlorure de calcium

Canal calcique voltage-dépendant

Cellules ciliées externes

Cellules ciliées internes

Cadhérine 23

Calcium- and Integrin-Binding Protein 2

Canaux chlorure

Chlorure de césium

Hydroxyde de césium

C-terminal binding protein 2

Décibel

Composante continue (du potentiel récepteur)

Transporteur de métal divalent 1

Acide éthyléne diamine tétra-acétique

Ethanol

Fer ferreux

Fer ferrique

N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(4-(Dibutylamino) Styryl) Pyridinium
Chaine légere de la ferritine

Souris knock-out de la chaine Iégere de la ferritine

Souris sauvage, controle de la FTL1"

Souris hétérozygote pour la chaine légére de la ferritine

Souris knock-out de la chaine légére de la ferritine « Low Thresholds »
Souris knock-out de la chaine légére de la ferritine « High Thresholds »
Chaine lourde de la ferritine

Enzyme - glutathion peroxydase 4

Glutathion

Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
Peroxide d’hydrogéne

Neuroferritinopathie

Hertz, unité de fréquence

Elément de réponse au fer - iron responsive element

Protéine régulatrice de I'expression de ferritine 1 et 2

Courant X

Chlorure de potassium

Canal potassique voltage-dépendant

Canal potassique voltage-dépendant

Canal potassique voltage-dépendant, codé par le géne KCNQ4
pour LHFPL Tetraspan Subfamily Member 5

Magnésium adénosine triphosphate

Magnésium chloride hexahydrate

Magnésium sulfate heptahydrate

ferritine mitochondriale

Ferroportine

10



NaCl
Na-GTP
NaOH
NKCC
OH

OH

PA

pb
PCDH15
PDEOA
PEA
PCR

PX

ROS
RRP
SGN
SNAREs
SNAP25
SRP
TEA
TEA-CI
TfR1
TMC (1, 2)
TMHS
TMIE
VGLUTX
VAMP1/2
ZA

Chlorure de sodium

Sodium guanosine triphosphate

Hydroxide de sodium

Cotransporteur (Na-K-Cl) du sodium, potassium et chlorure
Anion hydroxyde

Radical hydroxyle

Potentiels d'action

Paires de bases

Protocadherinl15

Produits de distorsions des émissions oto-acoustiques
Potentiels évoqués auditifs

Réaction de Polymérisation en Chaine

Xeme jour post-natal

éléments réactifs a 'oxygéne - Reactif oxygen species
Readily Releasable Pool

Neurones du ganglion spiral

Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor
Synaptosomal-associated protein 25

Slowly Releasable Pool

Tétraéthylammonium

Chlorure de tétraéthylammonium

Récepteur membranaire de la transferrine

Membres de la famille des TMC (transmembrane channel-like)
Tetraspan membrane protein of hair cell stereocilia
Transmembrane inner ear

Transporteur vésiculaire du glutamate de sous-type X
Vesicle-Associated Membrane Protein

Zone active

11



Liste des Figures et Tableaux

Figure 2.1: systeme auditif périphérique........ccceeeiiiiii 18
Figure 2.2 : La spirale coChlaire .......oooeeeieiiiiiii 22
Figure 2.3 : Section axiale de [@ cOChl@e ........ccooiiriiiiiii i 23
Figure 2.4 : Schéma d’une coupe transversale la cochlée. ...........ccccoiii 24
Figure 2.5 : Schéma représentant les cellules de la strie vasculaire..........cccccceeiiii . 25
Figure 2.6 : Section transversale d'un tour de spire de la cochlée. ............ccccii . 26
Figure 2.7 : Principaux constituants des stéreocils et de la plaque cuticulaire...........................l. 27
Figure 2.8 : Représentation schématique des cellules ciliées.........ccccceeviiiii i, 31
Figure 2.9 : Stéréocils des cellules ciliées auditives chez la souris en microscopie électronique a
EFANSIMISSION. ettt s 31
Figure 2.10 : Variations tonotopiques des propriétés biophysiques de la CCE...................eeeeiiinnn. 33
Figure 2.11 : Composition moléculaire des synapses a rubans.........ccccceevieiiiiii e, 38
Figure 2.12 : Amplification de la cochlée. ... 40
Figure 2.13 : Verrouillage en phase des fibres du nerf auditif. ..................ccco 42
Figure 2.14 : Codage de I'intensité SONOre.........cceeeeeeiiiii i, 43
Figure 2.15 : Hétérogénéité des synapses a rubans et conséquences physiologiques. ...................... 46
Figure 3.1 : Structure de la ferriting ... 52
Figure 3.2 : Processus biologique de la ferroptose.......cccciiiiiiii 56
Figure 4.1: Exemple du résultat de génotypage du 04.01.2021.........cccoeiiiiiiiiiiiiii e, 63
Figure 5.1 : Exploration fonctionnelle de I'audition chez les souris FTL17 . ....c.ccccovvveiievrieeeeeeenne 76
Figure 5.2 : Atteinte auditive chez 15 SOUriS FTLL .....cciiiiiiiiiieiecee et 78
Figure 5.3 : Diminution des produits de distorsions des émissions otoacoustiques (PDEOAs) chez les
SOUNTS FTLL7" AEEES @ 15 JOUS. w.viviviieiieieeieeeeteeeeete et et eee et eeteteeteeaeeaeeteeaeeaeeaeereereereeneeneereereeneeneens 80
Figure 5.4 : Les souris FTL1-/- LT ne développent pas d’atteinte auditive progressive. ..........ccccvveenn. 81
Figure 5.5 : Coupe transversale du tour médian de cochlées issues de la lignée FTLL. ...................... 83
Figure 5.6 : : Morphologie et activité de la strie vasculaire. ............ccccoee 85
Figure 5.7 : Observation des cellules sensorielles en microscopie électronique a transmission.......... 86
Figure 5.8 : Défauts morphologiques des cellules sensorielles chez les souris FTL17 HT. ......ccocueu..e.. 89
Figure 5.9 : Comptage des rubans et synapses a rubans des cellules ciliées internes. ....................... 90
Figure 5.10 : Rubans synaptiques en microscopie super-résolutive. ..............ccccccii . 92
Figure 5.11 : Modulation des courants calciques des CCl par FTLL..........cooeeiiiiiiiiiiieee, 94

Tableau 4.1 : Etapes de la Réaction de Polymérisation en Chaine dans le cadre du génotypage de la
liIgN€e MUMINE FTLL....co oo 62
Tableau 4.2 : Liste des anticorps utilisés pour les marquages immunofluorescents des explants de
(ol o] L= PSP 69
Tableau 4.3 : Liste des anticorps secondaires utilisés pour les marquages immunofluorescents des
EXPIANTS AE COCRIBES. ...ttt e et ee e e eeaaeeeeasa s s s s sasssaasssssssssssssssssssssssssssnnrnnes 69

12


file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068165
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068166
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068167
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068169
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068170
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068171
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068172
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068172
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068173
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068174
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068175
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068176
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068177
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068182
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068183
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068184
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068184
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068185
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068188
file:///E:/ORDINATEUR%20MOBILE/ECRITURE%20THESE/REDACTION%20THESE/MANUSCRIPT%20FINAL/These_CP_v15_2.docx%23_Toc112068192

1 . INTRODUCTION

13



La cochlée, I’organe périphérique de I’audition, transforme I’onde acoustique vibratoire
en un message nerveux, interprétable par le cerveau. La cochlée est non seulement capable de
suivre les stimulations sonores en verrouillage de phase jusqu’a 1 a 2 kHz mais aussi de coder
des fréquences aigués, jusqu’a 20 kHz chez I’homme, et jusqu’a 100 kHz chez certaines
chauves-souris et baleines (Fettiplace, 2020). De plus, la cochlée assure le codage des
stimulations acoustiques sur une dynamique d’environ 120 dB. Pour ce faire, la cochlée met en
jeu deux contingents de cellules sensorielles : les cellules ciliées externes (CCE) et les cellules
ciliées internes (CCI). Morphologiquement, les cellules ciliées sont des cellules polarisees avec
au podle apical un faisceau de stéréocils, siege de la mécanotransduction, c’est-a-dire la
transformation des ondes sonores en potentiel de récepteur (Fettiplace, 2017), et a leur péle
basolatéral des synapses a ruban, a savoir des organites spécialisés dans 1’exocytose du
neurotransmetteur (Moser et al., 2019). Cependant, le rdle de ces deux populations differe dans
la cochlée. Grace a leurs propriétes électromotiles, les CCE assurent I’amplification des ondes
sonores et augmentent la sélectivité en fréquence au sein de la cochlée (Bavi et al., 2021). En
raison de la nature de I’innervation des cellules, c’est-dire 90 a 95% des fibres du nerf auditif
projetant sur les CCI, ce sont ces derniéres qui transforment les ondes sonores en un message
nerveux, qui prend naissance avec I’activation des fibres du nerf auditif (Ozcete and Moser,

2020).

En 2014, un crible en double hybride réalisé au sein de notre équipe a identifié la chaine
légere de la ferritine comme partenaire d’interaction de RIBEYE, le composant majeur des
synapses a ruban (Mahaman Bachir Dodo, Sahia. Identification de nouvelles protéines des
synapses a ruban. Montpellier : 2014. Université de Montpellier 1 : thése de doctorat, Biologie
Santé). Ce résultat était surprenant dans la mesure ou la ferritine n’est pas une protéine
synaptique mais a pour role de stocker le fer intracellulaire. Aussi, il était important d’étudier

plus en détail la fonction de la ferritine dans la cochlée pour valider les données en double
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hybride. Pour ce faire, nous avons étudié le phénotype de la souris dont le géne codant la chaine
Iégere de la ferritine (FTL1) a été invalidé par recombinaison homologue (Li et al., 2015). Ces
souris ne présentaient pas d’atteintes majeures, probablement en raison d’une compensation par
la chaine lourde de la ferritine (FTH), dotée d’une activité ferroxydase. Cependant les auteurs
notaient un trouble de I’équilibre chez une fraction des souris FTL1", suggérant une atteinte de
Ioreille interne (Li et al., 2015). Nos résultats montrent que la perte de la chaine légére de la
ferritine entraine une élévation des seuils auditifs dans une fraction de souris homozygotes,
associée a la dégénérescence des cellules ciliées et a une réduction de I’amplitude des courants
calciques des cellules ciliées internes. Ces résultats suggerent un réle protecteur de la ferritine
contre la formation de radicaux libres a partir du fer intracellulaire. L interaction de la ferritine
avec les rubans synaptiques pourrait alors refléter une protection locale des synapses a ruban

contre le stress oxydatif.
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2 . LOGIQUE DU CODAGE DE
L'INFORMATION SONORE
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Une stimulation acoustique est une onde de pression définie par une fréquence et une
intensité. La fréquence représente le nombre de vibrations par seconde. Elle est mesurée en
Hertz (Hz) et définit la hauteur des sons, aigus ou graves. Ainsi, les courtes périodes (inverse
de la fréquence) caractérisent les sons aigus de hautes fréquences et inversement, les périodes
plus longues caractérisent les sons graves de basses fréquences. L’amplitude de la vibration
correspond a I’intensité du son, qui définit les sons forts ou faibles. L’intensité est mesurée en
décibel (dB). Il existe plusieurs unités de décibel. La plus couramment utilisée appliquée est le
dB SPL, pour dB Sound Pressure Level, qui est basé sur la plus petite pression d’air (2,0.10°

Pa) procurant une sensation auditive chez ’homme a 1 kHz.

2.1 LU'oreille

L’oreille se décompose en trois grandes parties : 1’oreille externe, I’oreille moyenne et
I’oreille interne. Chacune joue un rdle crucial dans la conduction du message sonore jusqu’au
cortex auditif. L’oreille externe se compose du pavillon et du conduit auditif, et a pour fonction
de capter les sons. L’oreille moyenne comprend le tympan et les trois osselets (marteau,
enclume, étrier) et adapte I’impédance entre le milieu aérien et liquidien. Enfin, I’oreille interne
est constituée de deux organes : le vestibule, organe sensoriel de 1’équilibre, et la cochlée,
organe périphérique de I’audition qui assure la transformation des ondes sonores en message

nerveux (figure. 2.1).
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canaux semi-circulaires

pavillon j A nerf cochleo-
fenétre vestibulaire
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[ marteau G \\—fenétre ronde
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\~~—trompe
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oreille externe oreille moyenne oreille interne

Figure 2.1 Systeme auditif périphérique Le systeme auditif est un systéme bio-mécano-électrique qui
transforme une onde acoustique vibratoire dans le milieu aérien (oreille externe) en une onde
acoustique vibratoire mécanique dans le milieu solide (oreille moyenne) puis liquide (oreille interne)
avant d’étre transformée en un message nerveux, interprétable par le systéme nerveux central. L'oreille
externe, représentée en rose, est constituée du pavillon et du conduit auditif externe. Elle est limitée par
le tympan, qui signe le début de I'oreille moyenne. L'oreille moyenne (orange) comprend la chaine des
osselets : le marteau, I'enclume et I'étrier. Elle communique avec la trompe d’Eustache qui aide a
égaliser la pression de part et d’autre du tympan. Enfin, l'oreille interne (jaune) est constituée du
vestibule, organe de I'équilibre, et de la cochlée, organe de I'audition. La cochlée est constituée d’une
paroi osseuse renfermant une structure membraneuse. Elle posséde une fenétre ovale, sur laquelle la
platine de I'étrier vient s’appuyer et transmet I'onde acoustique au milieu liquidien de la cochlée ; et une
fenétre ronde, qui permet d’équilibrer la pression, par le mouvement de sa membrane élastique, en
réponse au mouvement de la platine de I'étrier sur la fenétre ovale. Schéma adapté de “Middle and

Inner ear anatomy” BioRender.com (2022).
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2.1.1 L'oreille externe

L’oreille externe est constituée par le pavillon et le conduit auditif externe (figure 2.1). Elle
est limitée par une membrane souple, le tympan, qui la sépare de 1’oreille moyenne. Le pavillon
réceptionne les ondes acoustiques, focalise les ondes sonores dans le conduit auditif ou elles
sont amplifiées et dirigées vers le tympan. Le pavillon, mobile chez la plupart des mammifeéres,
assure un role d’antenne acoustique "orientable", ce qui permet d’augmenter les chances de
détection des ondes sonores dans une direction donnée. Le conduit auditif externe prolonge le
pavillon. C’est un canal cartilagineux et osseux qui fait suite a la conque (dépression profonde
en forme d’entonnoir occupant la partie moyenne du pavillon) et qui s’étend jusqu’au tympan.
Chez I’homme, il mesure en moyenne 25 mm de long. Dans le conduit auditif externe, certaines
fréquences, par un systeme de résonnance, peuvent étre amplifiés spécifiquement. Ainsi, chez
I’homme des fréquences situées entre 2 et 7 kHz peuvent obtenir un gain d’environ 10 dB. Par
ailleurs, les circonvolutions du pavillon aident a la localisation spatiale. Le regroupement des
informations provenant des deux oreilles disjointes (mesure de la différence interaurale de
phase et de temps) participe également, a un niveau plus central, a la localisation spatiale et
temporelle. Ainsi, I’oreille externe capte, focalise I’onde sonore et participe a la localisation

spatiale et temporelle du message acoustique.

2.1.2 L'oreille moyenne

L’oreille moyenne est un adaptateur d’impédance, permettant de passer d’une onde
acoustique conduite en milieu aérien a une onde acoustique conduite en milieu liquidien.
Anatomiquement, ’oreille moyenne est une cavité osseuse située entre I’oreille externe et
Ioreille interne (figure 2.1), derriere I’os temporal. Elle se compose de la membrane
tympanique, la caisse tympanique, la trompe d’Eustache et les cavités mastoidiennes. La trompe

d’Eustache est localisée sur le fond de la caisse tympanique, et débouche sur le rhinopharynx.
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Elle a pour rdle principal d’égaliser la pression d’air de part et d’autre de la membrane
tympanique. Chez ’enfant, la trompe d’Eustache est courte et horizontale. Progressivement
avec 1’age, la trompe s’allonge et prend une direction oblique, en bas et vers I’avant. La caisse
tympanique forme une cavité aérienne dans laquelle s’articulent trois os (le marteau, I’enclume
et I’étrier) et deux muscles (le muscle tenseur du tympan et le muscle stapédien). Le marteau,
I’enclume et I’étrier sont les plus petits os du corps humain et forment la chaine ossiculaire :
celle-ci relie le tympan a la fenétre ovale, membrane souple séparant 1’oreille moyenne de
I’oreille interne. La téte du marteau prend appui sur la membrane tympanique et 1’étrier sur la
fenétre ovale de la cochlée. A I’arrivée d’une onde sonore, la membrane tympanique entre en
mouvement. Cette énergie mecanique est transmise a la chaine des osselets qui, par un effet de
rapport de surface, amplifie entre 15 et 30 fois la pression d’entrée avant de la transmettre au
milieu liquidien dans la cochlée par I’intermédiaire de la fenétre ovale (Onerci, 2010). L’oreille
moyenne est un adaptateur d’impédance sans lequel une trés grande partie de 1’énergie

acoustique serait perdue.

L’oreille moyenne a également un réle de protection contre les sons de forte intensité
(c’est-a-dire supérieure a 80 dB HL, pour hearing level). En effet, un réflexe bilatéral
polysynaptique appelé réflexe stapédien se met en place en réponse aux sons forts, en activant
la contraction du muscle stapédien et en limitant ainsi la chaine tympano-ossiculaire dans sa
réponse aux stimulations auditives. Ce réflexe est d’autant plus présent pour les sons de basses
et moyennes fréquences (fréquence inférieure a 2000 Hz). L’atténuation du stimulus peut aller
jusqu’a 20 dB (Legent et al., 2011). Cependant, il est fatigable et perd son efficacité pour des
stimulations de longue durée. Ce réflexe posséde donc 2 principales fonctions : a) il protege
I’oreille interne b) il réduit I’effet de masque et permet une meilleure discrimination des

fréquences aigués, dont la parole.

20



2.1.3 L'oreille interne

L’oreille interne est composée de deux organes : la cochlée, organe de 1’audition et le
vestibule, organe de 1’équilibre. Tous deux sont connectés anatomiquement et présentent des
caractéristiques communes : présence de liquide endolymphatique et de cellules sensorielles
polarisées. Les fibres nerveuses issues de la cochlée et celles issues du vestibule se rejoignent
pour former le nerf cochléo-vestibulaire (figure 2.1). La cochlée est au contact de la platine de
I’étrier qui vient s’appuyer sur la fenétre ovale (figure 2.1). Elle se trouve dans la bulle
tympanique chez la majorité des mammifeéres et est enchassée dans une région poreuse de 1’0s

temporal, le rocher, chez les primates.

2.2 La cochlée

La cochlée constitue une structure osseuse, qui s’est formée au cours du développement
embryonnaire au sein de la capsule otique. Cette structure osseuse renferme le labyrinthe
membraneux antérieur. Elle prend la forme d’un limagon (figure 2.2), enroulé autour d’un axe
central osseux, appelé modiolus, renfermant les fibres du nerf auditif. La cochlée est composee
par trois canaux : le canal vestibulaire, le canal tympanique et le canal cochléaire (figure 2.3).
Le canal vestibulaire et le canal tympanique contiennent tous deux la périlymphe, solution
physiologique riche en sodium, et se rejoignent a I’apex de la cochlée au niveau de
I’hélicotréme. Le canal vestibulaire et le canal tympanique encadrent le canal cochléaire, qui
contient 1’endolymphe, solution physiologique riche en potassium (figure 2.4). Le canal
cochléaire est délimité par la membrane de Reissner, la strie vasculaire et I’organe Corti, siege

de la mécano-transduction.

Chez I’homme, la cochlée atteint sa taille adulte au cours du développement (Pujol et

al., 1998; Sato et al., 1991). Des études portant sur I’introduction de I’¢lectrode de I’implant
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cochléaire ont mis en évidence I’existence de variations individuelles dans 1’anatomie
cochléaire (Meng et al., 2016; Thong et al., 2017). Ces variations ne sont pas liées a I’dge ni au
coté (Pelliccia et al., 2014) et suivent certaines proportions. La largeur de la base de la cochlée
est liée a la longueur linéaire de la cochlée. Par ailleurs, (Meng et al., 2016) montre que certains
angles du tour cochléaire (l'angle dans le premier tour et entre le premier et le second tour)

peuvent étre prédit a partir des dimensions de la base cochléaire.

En 2019, Braga et al. montrent a partir de représentations 3D de cochlées la présence
d’un dimorphisme sexuel chez I’homme, présent dés la naissance (Braga et al., 2019). Les
observations montrent une différence dans la torsion (i.e, I’angle de courbure et I’allongement)

de la spire cochléaire, d’autant plus marqué en s’approchant de 1’apex.

Figure 2.2 : La spirale cochléaire. Vue en
microscopie électronique a balayage de la spire
cochléaire d'une cochlée de rat. L'enroulement
caractéristique de cet organe est nettement visible.
Ici, la capsule otique, la strie vasculaire et la
membrane tectoriale ont été délicatement
enlevées, dévoilant l'organe de Corti. La partie
située en bas de l'image correspond a la zone
d'attache de la cochlée a l'os temporal et porte le
nom de base. C'est également dans cette zone, a
I'extrémité inférieure de la spirale, que se trouvent
les deux fenétres. Le sommet de la spirale porte
qguant & lui le nom d'apex. Barre d'échelle : 2 mm.
Photo : Marc Lenoir.
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Figure 2.3: Section axiale de la -
cochlée. Cette figure représente une
section axiale (ou modiolaire, c'est a dire
passant par le modiolus) de la cochlée.
Elle montre de fagcon schématique
'enroulement des trois canaux de la
cochlée : le canal cochléaire (1),
contenant l'endolymphe, et les rampes
vestibulaire (2) et tympanique (3),
formant le compartiment
périlymphatique. La partie centrale de la
cochlée (le modiolus) contient le ganglion

spiral (4), ou se trouvent les corps

cellulaires des neurones auditifs
primaires, et les fibres du nerf auditif (5)

reliés aux structures du tronc cérébral. Schéma : Pujol et al., http://www.cochlea.eu/cochlee.

2.2.1 Les fluides cochléaires

Dans la cochlée, I'endolymphe est présente dans la rampe cochléaire. Elle est separée de
la périlymphe située dans la rampe vestibulaire par la membrane de Reissner et de la périlymphe
présente dans la rampe vestibulaire par I'épithélium présent sur la membrane basilaire (c’est-a-
dire l'organe de Corti et les cellules épithéliales appelées sulcus interne et externe).
Latéralement, le revétement épithélial du ligament spiral et la strie vasculaire ferment le canal
cochléaire (figure 2.4). Des jonctions serrées présentes sur I'ensemble de I'épithélium du canal
cochléaire forment la "barriére périlympho-endolymphatique” cochléaire. Au cours du
développement, la composition ionique de I'endolymphe se développe parallelement a la
maturation morphologique de la strie vasculaire (Hibino et al., 1997). Seule la partie apicale de
la cellule ciliée, c’est-a-dire la plaque cuticulaire et les stéréocils, est exposée a la forte
concentration de potassium de 1’endolymphe. Le corps de la cellule ciliée est entouré par la

périlymphe, fluide dont la composition ionique riche en sodium est proche de celle des liquides
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extracellulaires et du liquide céphalo-rachidien. La strie vasculaire est composée par trois types
de cellules : les cellules basales, intermédiaires et marginales (figure 2.5). L’activité de la strie
vasculaire se traduit par la présence d’un potentiel endolymphatique de plus de +80 mV, appelé
potentiel endocochléaire, au sein du canal cochléaire (Lang et al., 2007; Nin et al., 2008;
Wangemann, 2002). Le potentiel endocochléaire prend naissance dans I’espace intrastrial de 15
nm d’épaisseur, entre les cellules intermédiaires et marginales (Ikeda and Morizono, 1989; Salt
et al., 1987). Dans cet espace, le potassium sécrété par les cellules intermédiaires est activement
transporté dans les cellules marginales par des pompes ATPases N*/K* et NKCC entrainant une
faible concentration d’ions potassium (1 mM) dans 1’espace intrastrial. En raison du potentiel
intracellulaire entre 0 & 4 mV et une concentration en potassium d’environ 60 mM dans
I’ensemble du syncytium fibrocytes-cellules basales-cellules intermédiaires, le potentiel
intrastrial est de I’ordre de 90 mV et est responsable du potentiel endocochléaire (figure 2.5).
Le maintien du potentiel intrastrial est due a I’isolation ¢€lectrique de 1’espace intrastrial des
autres fluides extracellulaires grace a des jonctions serrées (Nin et al., 2008) . Le transport du
potassium vers 1’endolymphe est ensuite assuré par les canaux KCNQI1 et KCNEI localisés a

la membrane apicale des cellules marginales (figure 2.5).

Figure 2.4: Schéma d’une coupe transversale de la
cochlée. Le canal cochléaire, rempli d'endolymphe (vert), est
délimité par la lame réticulaire qui recouvre I'organe de Corti
(1), par la membrane de Reissner (2) c6té rampe vestibulaire,
et par le mur latéral (3) constitué de la strie vasculaire et du
promontoire. L'organe de Corti repose sur la membrane
basilaire. Les cellules ciliées ayant un potentiel de membrane
compris entre -40 mV et -55 mV, le potentiel électrique entre
les deux compartiments (scala média — cellules ciliées)
favorise I'entrée massive de cations dans les cellules ciliées.

Schéma : Pujol et al., http://www.cochlea.eu/cochlee.
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Figure 2.5: Schéma représentant les cellules de la strie vasculaire. Le potentiel endocochléaire
prend naissance dans I'espace striatal. Le flux de potassium depuis les fibrocytes jusqu’a I'endolymphe
est assuré par des pompes ATPases et des transporteurs du chlore NKCC. La faible concentration de
potassium dans I'espace stiatal associée a un potentiel de 0 mV des cellules intermédiaires entraine un
potentiel de 90 mV au sein de I'espace striatal. Schéma : Dr. Régis Nouvian.

En raison du potentiel endocochléaire et du potentiel de membrane des cellules ciliées
(-40 mV pour les cellules ciliées externes et -55 mV pour les cellules ciliées internes), la forte
différence de potentiel électrique favorise 1’entrée des cations (majoritairement potassiques et
calciques) dans les cellules ciliées lors de I’ouverture des canaux sensibles a I’étirement, Situés

dans les stéréocils des cellules ciliées.
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2.2.2 L'organe de Corti

C’est a la racine du canal cochléaire et au-dessus de la membrane basilaire que 1’on
trouve I’épithélium neurosensoriel de 1’audition, appelé 1’organe de Corti. L.’organe de Corti
doit son nom a I’anatomiste Alfonso Corti, qui en fit la premiére description détaillée en 1851.
L’organe de Corti contient deux principaux types de cellules sensorielles : les cellules ciliées
externes (CCE) qui amplifient I’onde sonore localement, et les cellules ciliées internes (CCI)
qui traduisent 1I’onde acoustique en un message nerveux. Ce dernier est relayé par les fibres du
nerf auditif, jusqu’au cortex auditif primaire, le long de la voie auditive ascendante. Cet organe
est donc compose de cellules sensorielles, de fibres nerveuses, de cellules de soutien et de

cellules non sensorielles (figure 2.6).

Figure 2.6 : Section

Scala vestibuli (Scc(ljlal mec:\ia)
' f Péril h Endolymphe
transversale d'un tour de spire {periympre) 4R

de la cochlée. Coupe
transversale effectuée au niveau
du troisieme tour d'une cochlée
de cobaye visualisée en
microscopie  optique. Dans
l'organe de Corti, la rangée de

cellules ciliées internes (CCI) et

Scala tympani
(Périlymphe)

les trois rangées de cellules

ciliées externes (CCE) sont
disposées de part et d'autre du
tunnel de Corti (tC). Les CCE, dont la base repose sur les cellules de Deiters (D), modulent la
transduction par des processus mécaniques actifs. Ceux-ci amplifient les mouvements de la membrane
basilaire (mb) en un point précis dépendant de la fréquence, facilitant la stimulation des CCI et
permettant I'envoi vers le cerveau d'un message bioélectrique finement accordé. mR : membrane de
Reissner ; mt : membrane tectoriale; SV : Strie Vasculaire. GS : ganglion spiral. La barre d'échelle

correspond a 100 puM. Photo : Marc Lenoir (Inserm U1051).
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2.2.3 Mécanotransduction des cellules ciliées

La meécanotransduction correspond a la transformation par les cellules ciliées de 1’onde
acoustique, une énergie mécanique, en message électrochimique appelé potentiel récepteur
(Fettiplace, 2017; Gillespie and Miiller, 2009; O Maoiléidigh and Ricci, 2019). Le nom de
cellule ciliée s’explique par la présence d’un faisceau de stéréocils a leur pole apical. Ce
faisceau est composé d’une centaine de stéréocils disposés sur trois rangées de taille croissante
et de diamétre d’environ 200 nm pour les CCE et 400 nm pour les CCI (figure 2.9). Les
stéréocils sont essentiellement composés par I’alignement parall¢le de filaments d’actine (- et
y-isoformes) (Bartsch et al., 2019; Tilney et al., 1992). Au cours du développement, une
structure semblable aux stéréocils, le kinocil, controle la formation et I’orientation des
stéréocils. Contrairement a ces derniers, le kinocil est un cil constitué de microtubules. Lors de
I’entrée en fonction de la cochlée, le corps du kinocil disparait et seule sa base, appelée corps

basal, reste ancrée dans la plaque cuticulaire (Montcouquiol and Kelley, 2020).

Figure 2.7 : Principaux constituants
LHFPLS

des stéreocils et de la plaque TSI

cuticulaire. Outre les filaments

Myosin 7A, Harmonin, Sans

Stereocilin

d’actine, les stéréocils et la plaque

A

(Y]

O

@
. . N . (H) PMCA2
cuticulaire sont constitués de diverses
SERBIBIR

F-actin

protéines associées au cytosquelette.

Rootlet

Une premiére population de

microtubules forme un anneau autour

de la plaque cuticulaire. Juste en- saooepess  MyosinG

dessous, se trouvent les filaments

Microtubules

d’actine qui constituent la bande 8 —
circonférentielle. Une seconde *
population de  microtubule en

[ —J FCHSD1
provenance du cytoplasme pénétre la ) Profilin

plague cuticulaire. Schéma : Dr. Régis

Nouvian.
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Les stéréocils sont reliés les uns aux autres par des attaches latérales (Michalski et al.,
2007) et par des structures en double hélice appelées tip-links (Kachar et al., 2000). Les tip-
links constituent les liens terminaux, ils sont présents au pdle apical des stéréocils et connectent
la membrane latérale du stéréocil voisin. Ces derniers sont composés principalement de deux
diméres de cadhérine (CDH), la protocadhérine 15 (PCDH15) (Kazmierczak et al., 2007) qui
forme la partie basse du tip-link, et la cadhérine 23 (CDH23) qui forme la partie haute du tip-
link (Siemens et al., 2004; Sollner et al., 2004) (figure 2.7). L’utilisation de sondes calciques a
démontré la présence des canaux de mécano-transduction, sensibles a 1’étirement, uniquement
a la base des tip-links reliant les deux premieres rangées de stéréocils (Beurg et al., 2009). Il y

a environ 200 canaux de transduction par faisceau de stéréocils (Kazmierczak et al., 2007).

L’arrivée d’une onde sonore provoque un mouvement de cisaillement des stéréocils
contre la membrane tectoriale, dans laquelle les stéréocils sont ancrés (Hakizimana and
Fridberger, 2021). Les stéréocils sont défléchis de fagcon synchrone en pivotant sur leur site
d’insertion dans la plaque cuticulaire, un réseau dense d’actine situé¢ sur la membrane
plasmique. La tension exercée sur les tip-links lors du mouvement de déflexion des stéréocils
entraine 1’ouverture d’un canal de transduction, situé a la base des tip-links des deux premieres
rangées de stéréocils. Etant donné le potentiel endocochléaire d’environ +100 mV et les
potentiels de repos des cellules ciliées (-55 mV et -40 mV), la forte différence de potentiel
¢lectrique favorise 1’entrée de cations, essentiellement de potassium, depuis I’endolymphe vers
les cellules ciliées. La sortie de potassium des cellules ciliées vers la périlymphe est assurée par
des canaux potassiques sensibles au potentiel, comme les canaux de types BK, selon le gradient
électro-chimique du potassium ; I’activation des cellules sensorielles n’est donc pas tributaire
de la consommation d’ATP, a I’inverse de D’activité de la strie vasculaire. De plus, ce
mécanisme évite une modification de la composition ionique des cellules ciliées avec un petit

volume cytoplasmique, a savoir les CCE de la base de la cochlée. Enfin, la localisation des
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canaux BK a la partie apicale des CCI prévient une accumulation de potassium aux synapses
qui aurait pour conséquence de dépolariser des fibres du nerf auditif innervant les cellules

ciliées internes (Pyott et al., 2004).

Le canal de transduction est un canal cationique non sélectif, sensible a 1’étirement
((Fettiplace, 2017; Fettiplace and Kim, 2014)). La perméabilité a plusieurs molécules telles que
le TEA, la dihydrostreptomycine ou bien le FM1-43 a permis de prédire le diamétre du pore a
1,2 nm. L’application de chélateurs calciques, comme le BAPTA qui provoque la destruction
des tip-links, a permis de mesurer 1’activité du courant de transduction a 1’échelle unitaire et de
démontrer que le canal existe selon deux conformations: ouvert ou fermé, avec une
conductance de 100 pS, bien plus ample que celle des récepteurs nicotiniques de 30 pS. Cette
approche a aussi mis en évidence 1’augmentation de la conductance unitaire le long de I’axe
tonotopique, de I’apex (80 pS) a la base (130 pS) de la cochlée (Ricci et al., 2003). La cinétique
d’activation est rapide de I’ordre de la centaine de microsecondes, voire probablement de la
dizaine de microsecondes, et I’adaptation du courant, correspondant a la diminution du courant
au cours de la déflexion des stéréocils afin d’éviter une saturation du courant en réponse a des
stimulations plus amples, est dépendante du calcium. Au niveau moléculaire, le canal de
mécano-transduction mature serait composé par 1’assemblage des protéines TMC1, TMC2
(transmembrane channel-like protein) (Giese et al., 2017; Kawashima et al., 2011; Kurima et
al., 2015; O Maoiléidigh and Ricci, 2019; Pan et al., 2013, 2018), LHFPL5 (dénommée aussi
TMHS pour tetraspan membrane protein of hair cell stereocilia) (Xiong et al., 2012), TMIE
(transmembrane inner ear) (Zhao et al., 2014) et CIB2 (Calcium and Integrin-Binding Protein

2) (Michel et al., 2017).

Le mode d’activation du canal de mécanotransduction reste pour 1’instant controversé.
Une premiere hypothese propose que I’extrémité des tip-links interagisse directement avec le

canal de transduction. Dans ce modele, le déplacement des stéréocils provoque un étirement
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des tip-links, ce qui entraine 1’ouverture du canal de transduction. Ici, les tip-links se
comporteraient comme des ressorts ce qui pourrait expliquer la forme sigmoidale de 1’activation
du courant de mécanotransduction en fonction des déplacements des stéréocils (Corey and
Hudspeth, 1983; Howard and Hudspeth, 1988). Cependant I’élasticité des tip-links est
fortement débattue, ce qui appelle a un autre substrat moléculaire pour assurer le role de ressort
(Araya-Secchi et al., 2016; Bartsch et al., 2019; Kachar et al., 2000; Sotomayor et al., 2005,
2010, 2012; Tobin et al., 2019). Dans ce modele, le canal interagirait non seulement avec
I’extrémité des tip-links mais serait associé au cytosquelette intracellulaire. Le complexe TMC-
1/CIB2/ankyrin pourrait permettre 1’association du canal au réseau du cytosquelette et
I’ankyrine pourrait conférer la propriété de ressort (Tang et al., 2020). Un deuxieme modeéle
stipule que le canal ne serait pas physiquement associé ni aux tip-links, ni au cytosquelette
intracellulaire. Dans ce modele, la tension exercée sur la membrane plasmique serait
responsable de I’ouverture du canal. En accord avec ce modele, 1’incorporation d’orthologues
de TMC1 et TMC2 dans des liposomes entraine des courants sensibles a la pression (Jia et al.,
2020). Un troisieme modeéle a été récemment proposé, permettant de réconcilier les deux
modeles précédents (Zheng and Holt, 2021). Ici, I’extrémité des tip-links, constituée par la
protocadhérine 15, interagit physiquement avec la protéine LHFPL5, insérée dans la membrane
plasmique. Le mouvement des stéréocils provoquerait le déplacement des tip-links et via
I’interaction avec LHFPLJ5, la déformation de la membrane plasmique. La tension exercée par
la membrane provoquerait I’ouverture du canal, lui-méme étant associée au réseau de
cytosquelette par le complexe TMC-1/CIB/ankyrin. L’ankyrin doterait le systeme de

mécanotransduction de propriétés de ressort.
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Figure 2.8 : 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 reliées entre
eux par des filaments appelés tip-links. 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
'endolymphe (seuls les stéréocils baignent dans
'endolymphe, le corps cellulaire des CCl et CCE

N> 7/,

Stimulation
sonore

Fibres du nerf
auditif de type |

cuticulaire

Stéréocils —— 7 //

Plaque

CCE

noyau

N

Fibres du nerf
auditif de type I

baigne dans la périlymphe). L’entrée de cations dépolarise alors les CCI et CCE. Tandis que 95 % des

fibres du nerf auditif sont connectés avec les CCI et forment les fibres de type |, seulement 5 % des

fibres (de type Il) projettent sur les CCE. Schéma : Dr. Régis Nouvian.

Figure 2.9 : Stéréocils des cellules ciliées auditives chez la souris en microscopie électronique

a balayage. Les stéréocils sont des expansions
cytoplasmiques constituées de filaments d’actine,
dont la taille est largement supérieure a celle des
microvillis. Chaque stéréocil forme une racine (R)
caractérisée par une extréme compaction d’'un petit
nombre de filaments d’actine. Les racines s’insérent
dans la plaque cuticulaire, elle-méme, composée
d'un enchevétrement de filaments d’actine. Les
stéréocils des CCI se distinguent de ceux des CCE
par leur organisation : en U ou en ligne pour les CCI

et en V ou W pour les CCE. Barre d’échelle : 8um.
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2.2.4 Mécanotransduction et potentiel de récepteur des cellules
ciliées externes

Les cellules ciliées externes se distinguent des cellules ciliées internes par leur forme
cylindrique et allongée (figure 2.8). Leur taille augmente graduellement suivant 1’axe
tonotopique de la cochlée de la base vers I’apex. Elles sont présentes sur trois rangées, et sont
au nombre de 13 000 environ chez I’humain (Ashmore, 2008). Situées sur le bord extérieur des
cellules du pilier externe, les CCE sont séparées latéralement les unes des autres par les espaces
de Nuel ; et sont enchassées sur les cellules de soutien, appelées cellules de Deiter. Le pble
apical des CCE et I’extrémité des phalanges de Deiters forment la lame réticulaire, une
mosaique parfaitement étanche a I’endolymphe. La paroi latérale des CCE est tapissée d’un
complexe de citernes latérales et de mitochondries. Le noyau des CCE est situé a la base des
cellules (figure 2.8), juste au-dessus du compartiment synaptique qui renferme de nombreuses
mitochondries. 1l y a un a deux rubans synaptiques par CCE, elle-méme innervée par les fibres
auditives de type 2 qui représentent environ 5 a 10 % de I’ensemble des fibres du nerf auditif.
Le faisceau de stéréocils des CCE est enchassé dans la membrane tectoriale, en forme de W et

sa forme varie en fonction de la localisation cochléaire : trés ouvert a la base, trés fermé a 1’apex.

La faible concentration de calcium dans I’endolymphe (50 uM) et la forte concentration
de tampons calciques endogenes de 1’ordre du millimolaire dans les CCE limitent la fermeture
du canal de transduction par le calcium. Ainsi, 50 % des canaux se trouvent a 1’état ouvert au
repos chez les CCE, entrainant un large courant de fuite entrant au repos. Ce dernier dépolarise
la CCE ce qui favorise 1’ouverture du canal Kv7.4, responsable du courant potassique Ikn, situé
a la base de la cellule et assurant la sortie de potassium. La mise en jeu du courant de
transduction et du courant IKn, fixe le potentiel de membrane des CCE a -40 mV. Lors d’une
stimulation sonore, la zone de compression va défléchir les stéréocils et provoquer 1’ouverture
des 50 % de canaux de transduction restant pour dépolariser la cellule. Lors de la phase de
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raréfaction de ’onde sinusoidale, la totalité des canaux de transduction vont se fermer

provoquant 1’hyperpolarisation de la cellule. Le potentiel de récepteur des CCE, appelé

potentiel microphonique aura donc une forme sinusoidale avec des excursions autour du

potentiel de membrane. En raison de 1’augmentation des conductances du courant de

transduction de courant IKn et de la diminution de la taille des CCE le long de I’axe tonotopique

(gradient de I’apex a la base), la constante de temps membranaire, qui correspond au temps

nécessaire pour que la cellule se dépolarise a 63 % de sa valeur maximale et qui est égal au

produit RC, ou R est la résistance membranaire, C la capacité membranaire, diminue le long du

gradient apico-basal (Johnson et al., 2011; Mammano and Ashmore, 1996). Ainsi, lamembrane

plasmique des CCE pourrait suivre en phase les stimulations sonores supérieures a 10 kHz.

Figure 2.10
propriétés biophysiques de la CCE. Le canal

Variations tonotopiques des

ionique KCNQ4 et la prestine sont exprimés
différemment le long de l'axe tonotopique de la
cochlée. De plus, la taille de la CCE diminue
progressivement vers le tour basal de la cochlée,
codant pour une stimulation sonore a haute
fréquence. L'augmentation de la conductance
ionique et la réduction de la capacité de la
membrane conférent aux CCE un comportement
électromoteur a haute fréquence. Schéma: Dr.

Régis Nouvian
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2.2.5 Electromotilité des cellules ciliées externes

Les variations du potentiel transmembranaire des CCE entrainent une modification de

leur longueur : les CCE se raccourcissent lors d’une dépolarisation et a I’inverse s’allongent en

réponse a une hyperpolarisation (Brownell et al., 1985). L’électromotilité a été attribuée a la

présence d’un moteur moléculaire localisé dans la membrane plasmique (Huang and Santos-
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Sacchi, 1994) (figure 2.10). Une signature de 1’¢lectromotilité est la capacité non-linéaire des
CCE (Tunstall et al., 1995). Celle-ci reflete les mouvements de charge du moteur en réponse a
un changement de potentiel transmembranaire. La courbe exprimant cette capacité
membranaire en fonction du potentiel transmembranaire prend une forme en cloche
caractéristique. Le clonage de la protéine prestine, par 1’équipe du Pr. Peter Dallos, a permis de
découvrir la nature du moteur moléculaire a 1’origine de 1’électromotilité (Dallos, 2008; Zheng
et al., 2000). La prestine ou SLC26A5 est une protéine piézoélectrique appartenant a la famille
des transporteurs d’anions SLC26 et ayant la propriété de changer de conformation en fonction
du potentiel de membrane. L’expression de la prestine dans des systemes hétérologues
provoque un changement de longueur des cellules en réponse a un saut de potentiel et leur
confere une capacité non-lineaire comparable a celle des CCE. Le changement de conformation
de la protéine selon le potentiel transmembranaire déformerait la surface de la membrane
plasmique et serait responsable du changement de taille des cellules (Bavi et al., 2021; Butan et
al., 2022; Ge et al., 2021). En accord avec le réle essentielle de la prestine dans le codage dans
I’amplification et la sélectivité en fréquence, I’invalidation chez la souris du gene slc26a5 (géne
codant pour la prestine) entraine la perte de I’électromotilité des CCE (Liberman et al., 2002;
Santos-Sacchi and Tan, 2018; Santos-Sacchi et al., 2019). Notons cependant que d’autres
mécanismes complémentaires seraient nécessaires pour assurer un codage aux hautes

fréquences (He et al., 2018; Santos-Sacchi and Tan, 2019; Vavakou et al., 2019).

2.2.6 Mécanotransduction et potentiel de récepteur des cellules
ciliées internes

Les CCI sont situées dans 1’organe de Corti, proche du modiolus et sont disposees en

une seule rangée. Elles sont encadrées par les cellules de Bord et les cellules phalangéales. Chez
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I’homme, on distingue environ 3000 CCI dans la cochlée, et chez la souris 800 (Ehret and
Frankenreiter, 1977). De forme arrondie en poire, elles présentent un noyau en position
médiane, une membrane plasmique latérale classique et un pdle apical avec un faisceau de
stéréocils en U dont I’ouverture s’agrandit en allant vers la base ou ils ne forment plus qu’une
ligne (figure 2.8 et 2.9). En raison d’une faible concentration de tampons calciques endogenes
par rapport aux CCE, le calcium favorise la fermeture de 95% des canaux de transduction au
repos dans les CCI. Une stimulation de forme sinusoidale des stéréocils va donc générer un
courant de transduction entrant fortement asymétrique, a I’inverse du courant symétrique des
CCE. Par conséquent, le potentiel de récepteur des CCI, le potentiel de sommation, sera de
forme asymétrique. Le potentiel de récepteur des CCI se caractérise par deux composantes :
une composante alternative (AC) qui suit la fréquence de la stimulation et une composante
continue (DC) qui reproduit I’enveloppe de la stimulation sonore. En réponse a des stimulations
sonores de fréquences inférieures a 1-2 kHz, le potentiel de membrane des CCI suit les cycles
de la fréquence sonore, ce qui correspond a des cycles de depolarisation-repolarisation en phase
avec I’onde sinusoidale (Palmer and Russell, 1986). Ici, la composante alternative domine la
réponse électrique des CCI. Au-dela de 1 a 2 kHz, la constante de temps membranaire t (égale
au produit RC et environ égale a 500 ps (Johnson et al., 2011; Kros and Crawford, 1990; Oliver
et al., 2006)) empéche la membrane plasmique de suivre en phase les cycles de la simulation.
En d’autres termes, la membrane plasmique n’a pas le temps de se dépolariser et repolariser a
chaque cycle de la stimulation : la composante continue est alors prédominante (DC) et le
potentiel de sommation suit 1’enveloppe de la stimulation sonore (figure 2.13)(Russel and

Sellick, 1978).
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2.2.7 La synapse a ruban des cellules ciliées internes

Chaque zone active d’une CCI se caractérise par une structure dense aux électrons
appelée ruban synaptique (figure 2.11, (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 (Khimich et al., 2005). Chez les CCl adultes, il y a
un ruban par synapse et entre 6 a 20 synapses par CCI, ce nombre variant selon la localisation
cochléaire (Meyer and Moser, 2010; Meyer et al., 2009). A noter que parmi le nombre total de
rubans contenu dans une cellule, 5% sont localisés dans le cytoplasme (rubans flottants
cytoplasmiques) et refletent probablement le recyclage des rubans a la membrane. Cependant,
les rubans synaptiques sont relativement immobiles sur plusieurs minutes (entre 0.35 to 13.5
nm/sec; (Zenisek et al., 2004)). Chaque zone active est connectée par la terminaison d’une seule
fibre du nerf auditif. La forme des rubans varie en fonction des espéces ou bien de 1’age (Payne
et al., 2021). Par exemple, les rubans de cellules vestibulaires de la grenouille sont ronds
(diameétre 400 nm environ), a I’inverse chez la souris on observe des rubans de forme ovoide
dans les CCI adultes (diamétre 300, 200 et 50 nm) et de multiples rubans par synapse chez les
CCI immatures. A noter que les photorécepteurs, cellules bipolaires de la rétine, les cellules
vestibulaires et pinéalocytes possédent elles aussi des rubans a leur synapse (tom Dieck et al.,

2005; Nouvian et al., 2006).

Le nombre de synapses varie en fonction de 1’axe tonotopique avec un maximum de
synapses par cellule ciliée dans les régions de la cochlée a bas seuils auditifs (meilleure
sensibilité¢). Les dimensions des rubans restent constantes le long de I’axe tonotopique et au
sein d’une méme cellule ciliée chez la cochlée de souris (Meyer et al., 2009; Payne et al., 2021).
En revanche, il semble que la forme des rubans différe selon 1’axe modiolus-pilier, avec des
rubans de grande taille cdté modiolus et des rubans de petite taille cété pilier (figure 2.14), dans

la cochlée de chat (Merchan-Perez and Liberman, 1996) et de souris (Payne et al., 2021). A
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I’apex de la cochlée, codant les fréquences graves, on note des synapses c6té modiolus avec
plusieurs rubans (Merchan-Perez and Liberman, 1996; Michanski et al., 2019; Payne et al.,
2021). Les synapses a rubans sont concentrées au pdle baso-latéral des cellules avec une
distance inter-synapse de 2 um (Meyer et al., 2009). L’analyse ultrastructurale des CCI montre
1) des vésicules cytoplasmiques, 2) des vésicules reliées entre elles par un réseau de filaments
(tethers) et attachées au ruban a une distance de 25 nm 3) des vésicules arrimées a la densité
présynaptique et 4) des veésicules arrimées uniquement a la membrane plasmique par un seul
filament. L’activité synaptique augmente le nombre de vésicules liées au ruban mais aussi le
nombre de vésicules reliées & la membrane par un seul filament (Chakrabarti et al., 2018; Lenzi
etal., 1999, 2002). Les proteines synaptiques des cellules ciliees semblent différer de celles des
synapses conventionnelles (figure 2.11). Par exemple, RIBEYE, principal composant des
rubans, est spécifique des synapses a rubans. Les canaux calciques sont de type Cav1.3 et non
Cav2.x., VGLUTS3 est le transporteur intra-vésiculaire du glutamate a I’inverse de 1I’expression
majoritaire de VGLUT21 et VGLUT?2 dans le cerveau. Otoferline est le détecteur calcique a la
place des synaptotagmines (Beurg et al., 2010). Enfin, ’exocytose des vésicules synaptiques
semble étre indépendante des protéines SNARES neuronales, SNPA25, VAMP1/2 et syntaxinl
(Nouvian et al., 2011).

Suite a la dépolarisation de la CCI et a I’ouverture des canaux calciques Vvoltage-
dépendants, I’entrée de calcium provoque la fusion des veésicules a la membrane et la libération
du glutamate dans la fente synaptique. L utilisation de tampons calciques a permis de distinguer
deux contingents de vésicules synaptiques associés a la libération du neurotransmetteur : le
premier contingent est associé a la fusion rapide (7= 9 ms) d’un nombre limité de vésicules
synaptiques (moins de 50 vésicules par synapse), lesquelles sont 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
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veésicules/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 (Goutman and Glowatzki, 2007; Johnson et al., 2005; Li et al.,
2009; Moser and Beutner, 2000; Pangrsic et al., 2010; Rutherford and Roberts, 2006; Schnee

et al., 2005, 2011; Spassova et al., 2004).
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Figure 2.11 : Composition moléculaire des synapses a rubans. Seules quelques protéines
ont été fonctionnellement identifiées a la premiére synapse auditive. RIBEYE est le composant majeur
des rubans (Maxeiner et al., 2016; Schmitz et al., 2000). Bassoon assure I'ancrage des rubans a la
membrane plasmique (Frank et al., 2010; Hallermann et al., 2010; Jing et al., 2013; Khimich et al.,
2005). Les sous-unités Cavl.3 — 2 forment les canaux calciques (Platzer et al., 2000), harmonin et
RIM2a/2p régulent leur densité et CaBP2 contrfle leur inactivation (Gregory et al., 2011; Jung et al.,
2015; Picher et al., 2017). Cavl.3, harmonin et CaBP2 sont respectivement associées aux syndromes
SANDD (arythmies et surdité ; Baig et al., 2011), de Usher (cécité et surdité; (Richardson et al., 2011))
et a la surdité non-syndromique DFNB93 (Schrauwen et al., 2012). VGLUT3 remplit les vésicules
synaptiques avec du glutamate (Akil et al., 2012; Joshi et al., 2021; Obholzer et al., 2008; Ruel et al.,
2008; Seal et al., 2008), rabconnectin est essentielle & leur acidification (Cho and von Gersdorff, 2012;
Einhorn et al., 2012; Vincent et al., 2018) et otoferlin agit comme détecteur calcique, régule taux de
fusion des vésicules a la membrane plasmique ainsi que le réapprovisionnement des vésicules
synaptiques en glutamate (Michalski et al., 2017; Pangrsic et al., 2010; Roux et al., 2006). VGLUT3 et
otoferlin sont a l'origine des surdités DFNA25 et DFNB9, respectivement,(Ruel et al., 2008; Yasunaga
et al., 1999). Enfin, I'actine positionnerait les vésicules synaptiques par rapport aux canaux calciques
(Furness et al., 2005; Guillet et al., 2016; Vincent et al., 2017). Schéma : Dr. Régis Nouvian.

Le ruban synaptique pourrait organiser la zone active et notamment étre responsable du
couplage entre les vésicules synaptiques et les canaux calciques (Frank et al., 2010; Khimich

etal., 2005; Maxeiner etal., 2016; Wong et al., 2013). D’autres modéles proposent que le ruban
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concentre les vésicules pour faciliter leur adressage aux sites de fusion, (Bunt, 1971; Frank et
al., 2010; Graydon et al., 2014; Holt et al., 2004; Jackman et al., 2009; Vaithianathan et al.;
Zenisek et al., 2000) ou bien leur amorgage, ¢’est-a-dire les rendre compétentes pour la fusion
vésiculaire (Schwarz et al., 2011; Snellman et al., 2011). Le ruban pourrait, en limitant la
diffusion du calcium, faciliter I’étape de fusion notamment dans 1’hypothése d’une libération
multivésiculaire (Edmonds et al., 2004; Fuchs, 2005; Graydon et al., 2011; Mehta et al., 2013),
malgré I’hypothése d’une libération mono vésiculaire (Chapochnikov et al., 2014). Enfin le
ruban pourrait étre impliqué dans 1’endocytose des vésicules synaptiques (Jung et al., 2015;
Khimich et al., 2005; Lenzi et al., 2002; Logiudice et al., 2009; Schwarz et al., 2011) et dans

le réapprovisionnement des vesicules synaptiques (Becker et al., 2018; Jean et al., 2018).

2.3 Codage en fréguence

La fréquence d’une onde acoustique caractérise la hauteur du son. Un son grave est défini par
une fréquence basse et a 1’inverse, un son aigu est défini par une fréquence élevée. La notion
de son grave et de son aigu reste relative a I’espéce. En effet, selon I’espéce animale, le champ
auditif audible differe. Le champ auditif humain s’étend sur I’intervalle [20 Hz — 20 kHz] alors

que celui de la souris est compris sur I’intervalle [4 kHz — 63 kHz].

2.3.1 La tonotopie

L’arrivée d’une onde sonore dans la cochlée se propage le long de la membrane basilaire. Cette
derniére entre en mouvement et atteint son maxima d’amplitude en un point localisé¢ de la
cochlée, qui est fonction de la fréquence de stimulation. Ainsi, un son de basse fréquence

provoquera une oscillation maximale de la membrane basilaire a ’apex de la cochlée et un son
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de fréquence élevée a la base de la cochlée. Ce principe de codage spatiale dans lequel chaque
région de la cochlée correspond a une fréquence de stimulation est la tonotopie (\Von Békeésy,
1928, 1960). L’amplitude du mouvement de la membrane basilaire (mouvement évoqué par des
stimulations sonores) représentée en fonction des fréquences de stimulation correspond a la
courbe d’accord de la membrane basilaire, ¢’est-a-dire au champ récepteur de la cochlée. Les
courbes d’accord indiquent donc les fréquences codées a différentes intensités. Les courbes
d’accord ont une forme en «V », qui traduit la sélectivité en fréquence et la sensibilité de la
cochlée. Dans les cochlées de cadavres, la forme en « V » est perdue, indiquant la perte de la
sélectivité en fréquence et une élévation des seuils auditifs. La tonotopie repose donc sur deux
mécanismes : les mécanismes passifs, dus aux propriétés mecaniques de la membrane basilaire
(rigidité et masse) et les mécanismes actifs, a savoir un amplificateur qui augmente en un point
précis de la membrane basilaire son amplitude (Gold, 1948) (figure 2.12). Une manifestation
in vivo des mécanismes actifs est I’existence d’oto-eémissions acoustiques : une fraction de
I’énergie produite au sein de la cochlée pour I’amplification cochléaire, se propage vers I’oreille
moyenne, met en mouvement la chaine tympano-ossiculaire, ce qui entraine la formation d’une
onde sonore dans le conduit auditif, connue sous le nom d’émission oto-acoustique (Kemp,

1978).

Figure 2.12 : Amplification de la cochlée. Amplitude de la

vibration de la membrane basilaire (Gain) en réponse a une

stimulation sonore (Fréquence). L'amplification passive résulte des
mécanisme

propriétés mécaniques de la membrane basilaire. L’activité des actif

Gain

CCE confére a la cochlée les mécanismes actifs (augmentation de
I'amplitude de la vibration de la membrane basilaire). Schéma : Dr.

Régis Nouvian

mécanisme
passif

Fréquence
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2.3.2 Mécanismes actifs et cellules ciliées externes

L’amplificateur cochléaire est étroitement lié aux CCE : [I’électromotilité des CCE
amplifierait les mouvements de la membrane basilaire, en un point précis, augmentant ainsi
considérablement les déplacements des structures qui entrainent 1’excitation des CCI, et par
conséquent I’activation des fibres du nerf auditif. Le comportement électromotile des CCE
permettrait ainsi I’amplification des ondes sonores et la sélectivité fréquentielle de la cochlée.
Notons que I’invalidation chez la souris du gene slc26a5 (gene codant pour la prestine) entraine
une perte d’audition de 45 a 65 dB (Liberman et al., 2002), soit le gain octroyé par les
mécanismes actifs, et une perte de la sélectivité en fréquence. De plus, les oto-émissions
acoustiques, témoins de 1’activité des CCE, sont absentes chez la souris sans prestine (Liberman

et al., 2002).

2.3.3 Le verrouillage en phase

A T’apex de la cochlée, les courbes d’accord sont plus évasées, indiquant une perte de la
sélectivité en fréquence. Dans la région apicale, le codage en fréquence est assuré par le principe
du verrouillage de phase (« le phase-locking » (Rose et al., 1967)). Ce dernier repose sur le
potentiel de récepteur des CCI. En réponse a des stimulations sonores de fréquences inférieures
al-2 kHz, le potentiel de membrane des CCI suit les cycles de la stimulation acoustique, de
forme sinusoidale. A chaque dépolarisation de la cellule ciliée, I’entrée de calcium par les
canaux calciques sensibles au potentiel provoque la libération du neurotransmetteur, le
glutamate dans la fente synaptique. Le glutamate ouvre les récepteurs au glutamate de la fibre
auditive ce qui entraine 1’émission d’un potentiel d’action dans la fibre auditive. Ainsi, a chaque
dépolarisation de la CCI, un potentiel d’action est émis dans la fibre et 1’information
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fréquentielle est contenue dans I’intervalle de temps séparant deux potentiels d’action
consécutifs : 1’émission des potentiels d’action par la fibre est synchrone sur le cycle périodique
de la stimulation sonore (figure 2.13). Au-dela de 1 a 2 kHz, la constante de temps membranaire
T (égale au produit RC et environ égal a 500 s, (Johnson et al., 2011; Kros and Crawford,
1990; Oliver et al., 2006)) prévient le verrouillage de phase et le potentiel de récepteur suit
I’enveloppe de la stimulation sonore (figure 2.13). Ainsi, au-dela de 1 a 2 kHz, le codage de la

fréquence est assuré par la tonotopie.
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Figure 2.13: Verrouillage en phase des fibres du nerf auditif. (A) Schéma de I'organe de Corti avec
les électrodes d’enregistrements intracellulaires. (B) Enregistrement intracellulaire d’une fibre du nerf
auditif en réponse a une stimulation sonore (Rose et al., 1967). Les potentiels d’action sont émis a un
moment préférentiel du cycle de I'onde sonore. (C) Potentiels de récepteur d’'une CCl en réponse a des
ondes sonores de fréquences différentes (en Hz). Au-dela de 1 kHz, la composante alternative diminue

tandis que la composante continue augmente (Palmer and Russell, 1986).
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2.4 Codage en intensite

2.4.1 Anatomie et fonction de I'innervation des cellules ciliées
internes

Dans la cochlée, le codage de I’intensité repose sur le nombre de potentiels d‘action émis
par seconde par les fibres du nerf auditif en fonction de I’intensité sonore. Trois populations de
fibres auditives innervent les CCI : les fibres a bas seuil qui répondent a des sons de faible
intensité. Ces fibres ont une activité spontanée ¢levée (le nombre de potentiels d’action par
seconde en absence de stimulation sonore est supérieur a 18 Hz), et leur dynamique de réponse
est etroite (les fibres sont saturées des 20 a 30 dB au-dessus du seuil). Les fibres a seuil moyen,
avec une activité spontanée situee entre 0,5 et 18 Hz et les fibres a haut seuil avec une activité
spontanée inférieure a 0.5 Hz (Evans, 1972; Liberman, 1982; Petitpre et al., 2020). C’est le
recrutement progressif de ces trois contingents de fibres auditives qui permet de coder une large

dynamique d’intensité, allant du seuil de perception au seuil de la douleur (110 dB a 1000 Hz)

(figure 2.14).
Sound-stimulation
High-sk | LI 1 QL
| {)jr Low-SR ‘
Low-SR ANF High-SR ANF {0 1

Global activity

Figure 2.14 : Codage de lI'intensité sonore. Les faibles intensités de stimulation recrutent les fibres
dont l'activité spontanée est la plus haute mais qui saturent rapidement (en vert). Le recrutement
progressif des autres contingents de fibres auditives (orange et rose, respectivement) a seuils plus
élevés et avec peu de saturation permet le codage de l'intensité sur une grande dynamique. Schéma :
Dr. Régis Nouvian.
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Si P’activité des fibres est dépendante de leur innervation par les fibres efférentes
latérales et par I’expression de canaux ioniques, il semble que D’activité pré-synaptique
détermine les propriétés des fibres du nerf auditif. Le marquage antérograde des fibres auditives
dont I’activité avait été préalablement mesurée avant d’étre suivie par la reconstruction en 3D
de coupes sériées en microscopie électronique a transmission a démontré que les fibres a bas
seuils innervent des synapses dont les rubans sont de petite taille et les densités post-synaptiques
étendues (Liberman, 1980). Ces fibres innervent préférentiellement la région des CCI proches
des cellules du pilier de I’organe de Corti. A 1’inverse, les fibres a haut seuil connectent de
larges ou bien multiples rubans et leur densités post-synaptiques sont petites (Liberman, 1980).
Ces fibres projettent préferentiellement la région des CCI proches du modiolus. Ces données
ont ensuite été confirmées en microscopie confocale a partir de I’immunomarquage de la
protéine majoritaire du ruban synaptique, a savoir RIBEYE, et des récepteurs au glutamate post-
synaptiques (Liberman et al., 2011). De plus, I'utilisation d’un peptide contenant le motif
PXDLS, lui permettant de se lier a la protéine RIBEYE, conjuguée a un fluorophore a démontré
une augmentation de la taille des rubans selon I’axe pilier-modiolus. L’immunomarquage des
canaux calciques et I’utilisation d’une sonde calcique fluorescente a montré une augmentation
du nombre de canaux calciques selon 1’axe pilier-modiolus (Ohn et al., 2016). Ces données
semblent donc montrer une variabilité dans I’anatomie des synapses selon la nature des fibres

auditives connectées.

En raison de leur role dans I’exocytose, les canaux calciques sont essentiels dans le codage
sonore. Les courants calciques de type L (sensibles au potentiel) des CCI se caractérisent par
des cinétiques d’activation rapides (100 ps), une activation a des potentiels relativement
négatifs (entre -60 et -50 mV) et par une absence d’inactivation (Koschak et al., 2001; Moser

and Beutner, 2000). L’hypothese selon laquelle I’activité des canaux calciques est a 1’origine
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de la sensibilité des fibres du nerf auditif repose sur la mesure des influx calciques dans les
synapses individuelles, qui montre une forte variabilité dans I’amplitude et dans la sensibilité
au potentiel des influx calciques dans les synapses a ruban. Ozcete et Moser ont montré que les
synapses différent dans leur dépendance au voltage selon qu’elles sont situées coté pilier ou
modiolus de la cellule ciliée interne. lls distinguent trois types de synapses : les synapses de
type 1, qui comportent des canaux calciques présentant un couplage stimulation-sécrétion de
type nanodomaine (uniquement quelques canaux calciques contrdlent 1’exocytose des vésicules
synaptiques) et sont sensibles a I”’hyperpolarisation ; les synapses de type 3, qui comportent des
canaux calciques présentant un couplage stimulation-sécrétion de type microdomaine (plusieurs
canaux calciques contrdlent 1’exocytose des vésicules synaptiques) et sont sensibles a la
dépolarisation. Les synapses de type 2 présentent un fonctionnement intermediaire. Les
synapses localisées du coté pilier des CCI sont exclusivement de type 1 alors que les synapses
localisées du c6té modiolus des CCI présentent les trois types (localisées de maniere
randomisée sur le coté modiolus). De fagon remarquable, ces auteurs démontrent un gradient
de la sensibilité au voltage des synapses des CCI selon I’axe pilier-modiolus (Ozcete and Moser,

2020).

Le profil transcriptomique des neurones du ganglion spiral (SGN) de type | a été établie
chez la souris comprenant trois sous-types qui expriment des combinaisons uniques (Petitpre et
al., 2018; Shrestha et al., 2018; Sun et al., 2018). Dans leur étude, Shrestha et al., mettent
¢galement en évidence I’intérét de 1’activité développementale dans la configuration et
distinction des 3 types de fibres. L’étude de la souris knock-out VGLUT3 montre qu’en
I’absence d’une activité spontanée avant I’entrée en fonction de 1’audition, la proportion des 3
types de fibres est perturbée, avec notamment une forte réduction des neurones type Ic et une
large augmentation des neurones de type la. Le développement des sous-types de SGN de type

| nécessite également que la mécanotransduction soit fonctionnelle durant la phase
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développementale, avant I’entrée en fonction de I’audition. En son absence, 1’activité spontanée

est perturbée et la maturation des SGN et des circuits auditifs compromise (Sun et al., 2018).
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Figure 2.15 : Hétérogénéité des synapses arubans et conséquences physiologiques. L’amplitude
des influx calciques (ici en jaune-rouge) déterminerait I'activité spontanée des fibres du nerf auditif. Les
fibores a basse activité spontanée a hauts seuils (bleu) se caractérisent par des densités post-
synaptiqgues de surface réduite et sont connectées a des rubans synaptiques de grande taille. A
l'inverse, les fibres a haute activité spontanée et a bas seuils (rouge) ont des densités post-synaptiques
étendues et 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 'activité des fibres du nerf auditif
(Meyer et al., 2009). Schéma : Dr. Régis Nouvian.
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2.4.2 Anatomie et fonction de l'innervation des cellules ciliées
externes

L’innervation afférente des CCE est assurée par les neurones ganglionnaires de type I1
(Figure 2.8). Ces derniers représentent une population minoritaire au sein du ganglion spiral :
ils constituent en effet a peine 5 % de la population neuronale de cette structure (Spoendlin,
1972). Les neurones de type Il sont plus petits que les neurones de type | et contrairement a ces
derniers, ils ne sont pas myélinisés. Le prolongement périphérique de ces neurones est ramifie.
Chaque neurone de type Il va ainsi établir des synapses avec une dizaine de CCE différentes,
appartenant généralement a la méme rangée (Barclay et al., 2011; Zhang and Coate, 2017). La
nature glutamatergique de ces synapses a été démontrée par 1’enregistrement des terminaisons
des fibres de type II et par I’expression des transporteurs du glutamate intravésiculaire
VGLUT3 et VGLUT2 (Weisz et al., 2009, 2021). En accord avec ces résultats, les CCE sont
dotées de rubans présynaptiques (Knirsch et al., 2007). Cependant, le rdle 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 (Weisz
et al., 2009), pouvant étre libéré lors d’un traumatisme sonore (Gale et al., 2004). En présence
d’un dommage au niveau des cellules ciliées, de I’ATP est libéré par les cellules de soutien.
L’ATP vient activer les récepteurs purinergiques (P2X, P2Y) présents sur les neurones afférents
de type Il et entraine a la fois la fermeture de canaux potassiques KCNQ et 1’excitation des
fibres nerveuses de type Il. Ainsi, un dommage cellulaire au niveau des cellules ciliées peut
entrainer I’émission d’un message nerveux par les fibres afférentes de type II. Ces dernieres
pourraient donc médier les sensations auditives de douleurs (Flores et al., 2015; Liu et al.,
2015). En 2021, I’étude de la souris exprimant VGLUT3 uniquement dans les CCE montre que
les fibres afférentes de type Il seraient également capables de coder pour des sons d’intensité
sonore modérée (85 dB SPL) et de traduire une certaine graduation de 1’intensité sonore (\Weisz

et al., 2021).
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2.5 La voie auditive ascendante

Les caractéristiques physiques des sons (fréquence, durée et intensité) sont ensuite transmises
au tronc cerébral ou s'effectue le décodage de base du message. Aprés avoir transité dans les
noyaux cochléaires, le complexe olivaire supérieur et le lemnisque latéral, le message arrive au
niveau du colliculus inférieur. Ces structures sous-corticales jouent un role essentiel dans la
localisation des sons (Spitzer and Semple, 1995; Syka, 1997). Des ce niveau, des associations plus
intégrées sont réalisées. Le lemnisque latéral assure la relation avec le systeme d'éveil
comportemental (formation réticulée), et les interactions colliculus inférieur (centre auditif) -
colliculus supérieur (centre visuel) permettent un traitement multisensoriel de I’information
(Moore et al., 2010). Un dernier relais avant le cortex est effectué dans le thalamus (corps
genouillé médian). C’est dans ce relais que s’opére la préparation d une réponse motrice (vocale
par exemple). Les informations qui parviennent au cortex auditif primaire transitent vers les
aires de Broca et de Wernicke, substrats anatomiques essentiels pour I’acquisition du langage

(Bartlett, 2013).
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3 . LA FERRITINE
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Le fer est un élément primordial pour différents constituants du corps humain. Il est présent
dans les composés héminiques, a hauteur de 70% dans 1’hémoglobine, 3% dans la myoglobine
(protéine musculaire) (Crichton, 1971) et dans différentes enzymes héminiques (telles que la
cytochrome oxydase, les ribonucléotides réductases, les catalases, et la xanthine oxidase). Il est
également présent dans des composés non héminiques, a hauteur de 25-30% tels que la
transferrine, une protéine de transport du fer, I’hémosidérine et la ferritine qui sont tous deux
des molécules de stockage de fer. Seulement une infime proportion de fer est présente sous
forme libre dans 1’organisme (<5%) du fait de sa haute capacité a générer des radicaux libres.
Cette propriété de production de radicaux libres, pouvant conduire a d’importantes atteintes
cellulaires, nécessite donc une régulation constante dans laquelle la ferritine vient jouer un role

important.

3.1 Composition et role de |a ferritine

La ferritine est la principale protéine cellulaire dédiée au stockage du fer. Isolée et décrite
pour la premiére fois en 1937 par Laufberger (Sur la Cristallisation de la Ferritine. Bull.Soe.
Chim. Bio. 19, 1575-1582, 1937) elle joue un role essentiel dans I’homéostasie du fer. Elle
module les niveaux de fer libre en stockant le fer pour mieux le redistribuer a sa propre cellule,
aux autres cellules, ou bien pour les protéger du stress cellulaire lié a une accumulation de

radicaux libres (ROS) (Crichton, 1971, 1990; Theil, 1987).

La ferritine est une protéine ubiquitaire, hautement conservée. Elle est majoritairement
présente dans le cytoplasme des cellules et n’a été observée ni dans le noyau ni dans les
organelles, exceptés les lysosomes (lancu, 1992; Richter, 1978). La ferritine est composée d’un
assemblage non-covalent de 24 sous-unités (480 kDa), formant 1’apoferritine, une enveloppe
de forme sphérique creuse de 12 nm de diamétre extérieur et 8 nm de diamétre intérieur, dans

laquelle vient se stocker les atomes de fer dans de petites cristallites (Massover, 1993; Torti and
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Torti, 2013). La spatialisation de la ferritine est faite de telle maniére qu’elle peut stocker
jusqu’a 4500 atomes de fer. Chez les vertébrés, la ferritine est composée par deux chaines : la
chaine lourde (FTH) et la chaine légére (FTL1). Les deux chaines présentent 55% d’homologie
(Drysdale, 1988) et sont situées sur des genes différents : chez ’homme, le géne pour FTL1 est
fixé sur le chromosome 19 et pour FTH, sur le chromosome 11 (Drysdale, 1988; Worwood et
al., 1985). Chez la souris, la chaine légére de la ferritine est associée au chromosome 7 et la
chaine lourde au chromosome 19 (Rucker et al., 1996).

Les deux chaines détiennent des roles différents. La chaine lourde est dotée d’une activité
enzymatique : elle catalyse I’oxydation du fer ferreux (Fe?*) en fer ferrique (Fe®*). La chaine
legere, quant a elle, possede a la fois une fonction de stabilisation de la sphere et une fonction
de stockage du Fe®*, correspondant a la forme non soluble du fer. Il a été noté que les
proportions de la chaine Iégere et de la chaine lourde différent selon I’organe étudié : la chaine
legere est fortement présente dans la ferritine localisée dans le foie et la rate ; la chaine lourde
est fortement présente dans la ferritine localisée dans le cceur, les muscles squelettiques et les
cellules cancéreuses (Cairo et al., 1991; Muhoberac and Vidal, 2013; Wang et al., 2010). Une
ferritine mitochondriale (MtF) a été découverte chez I’homme (Levi et al., 2001) et présente

une structure et fonction similaire a la ferritine cytoplasmique (Levi and Arosio, 2004).
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Figure 3.1: Structure de la ferritine. La ferritine est une protéine de stockage de fer, située
majoritairement dans le cytoplasme cellulaire. Elle est constituée par un assemblage de 24 sous-unités,
formant une enveloppe sphérique dans laquelle viennent se stocker les atomes de fer sous leur forme
ferrique (Fe®") (C). Elle composée de deux sous-unités, la chaine lourde de la ferritine (A) qui est le site
de réaction de la ferroxidase, et la chaine Iégére de la ferritine (B) dont le rdle principal est de stocker
les atomes de fer Fe®*. (A), (B) structures prédites par I'algorithme AlphaFold. (C) Figure adaptée de

Irimia-Dominguez et al. (2020).

La ferritine joue un rdle important dans la captation et sequestration du fer. En son absence,
on note un important stress oxydatif (Orino et al., 2001), lié notamment la libération de radicaux
hydroxyles issus de la réaction de Fenton (Arosio and Levi, 2010). Cette derniére consiste en
I’oxydation des ions de fer ferreux par du peroxyde d’hydrogéne, entrainant la production de
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles : Fe?* + H,0, = Fe** + OH- + OH-. Ainsi dans
la réaction de Fenton, le fer va permettre de générer des radicaux superoxydes, dont les radicaux

hydroxyles, la forme la plus nocive des radicaux libres. Le fer, en entrainant une production
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importante de radicaux libres participe directement a la dégradation de I’ADN, des lipides et
protéines pouvant conduire a la mort cellulaire. Un excés de fer intracellulaire peut ainsi étre
tres toxique pour la cellule. La présence intracellulaire de la ferritine limite donc le stress

oxydatif et participe au maintien cellulaire (Orino et al., 2001).

3.2 Régulation de I'expression de la ferritine

Le nombre de ferritines cytoplasmiques est régulé par la traduction des ARNm de la
ferritine, elle-méme régulée par le taux de fer libre intracellulaire (Aziz and Munro, 1986;
Rogers and Munro, 1987). Ce processus est médie par l'interaction entre les protéines de liaison
al'ARN, appelées IRP1 et IRP2, et une zone de la région 5’ non traduite de I'ARNm de la chaine
H et L de ferritine, appelée « the iron responsive element » (IRE), qui présente une structure
secondaire en forme de "tige-boucle” (Eisenstein, 2000; Haile et al., 1989; Hentze et al., 1987,
Jaffrey et al., 1993; Leibold and Munro, 1988; Thomson et al., 1999). Il existe deux protéines
de liaison a I'ARN, les proteines regulatrices du fer 1 et 2 (IRP1 et IRP2 respectivement, pour
« iron regulatory protein 1 and 2 »). IRP1 existe sous deux configurations, dépendantes du taux
de fer libre intracellulaire (Wilkinson and Pantopoulos, 2014). Lorsque la quantité de fer libre
est faible, la protéine de liaison IRP1 adopte une configuration ouverte et peut se lier au site
IRE, qui agit alors comme un répresseur de la traduction de la ferritine et entraine donc une
augmentation du taux de fer intracellulaire. A I’inverse, lorsque la quantité de fer libre est élevé,
IRP1 existe sous la forme d’une aconitase cytosolique et ne se lie pas au site IRE. De méme, en
cas d’une anémice en fer, la protéine de liaison IRP2 est fortement exprimée et se lie au site IRE.
Iy a alors inhibition de la traduction de I’ ARNm, la formation de ferritine est réduite et le taux
de fer libre s’éléve. A I’inverse, dans le cas d’un exces de fer, IRP2 est rapidement dégradée

par le ciblage d’une séquence unique de 73 acides aminés (lwai et al., 1998). Ainsi, lorsque
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I’'une des deux protéines de liaisons IRP1 et IRP2 se lie au site IRE, la traduction de I’ARNm
est inhibée et la proportion de ferritine diminue a I’inverse du taux de fer libre (Torti and Torti,
2013). Bien que IRP1 et IRP2 possedent toutes deux une spécificité similaire pour la liaison a
I’IRE et qu’elles fonctionnent de maniere similaire dans la traduction de I’ARNm, ces deux
protéines sont régulées par le fer via des mécanismes différents. Un taux de fer libre élevé
entrainera une traduction importante de I’ARNm de la chaine L et H de la ferritine, et donc une
augmentation du nombre de ferritines cytoplasmiques. A I’inverse, un faible taux de fer libre
entrainera une diminution de la traduction des ARNm et une diminution du nombre de

ferritines.

3.3 Maladies et mutations génétiques liees a la ferritine

Plusieurs maladies génétiques liees a la ferritine ont été découvertes. Parmi elles, deux sont
des maladies autosomiques dominantes dues a une mutation sur la région 5’ non traduite de
I'ARNm de la chaine lourde (H) et de la chaine légére (L) de ferritine, appelée IRE. L une d’elle
est liée a une mutation sur I’'IRE de I’ARNm de la chaine L de la ferritine et provoque comme
symptomes une hyperferritinémie, c¢’est-a-dire un taux anormalement élevé de ferritine di a
une surcharge en fer, et une cataracte (HHCS; OMIM 600886)(Beaumont et al., 1995). La
seconde est liée a une mutation sur I’IRE de la chaine H ; elle entraine une réduction du nombre
de la chaine lourde de la ferritine, montre les signes d’une hémochromatose associ¢e a une
surcharge en fer dans le sérum, un taux élevé de transferrine et une diminution du stockage du
fer dans les ferritines malgré une augmentation de I’expression de la chaine légere de cette
derniére (Kato et al., 2001).

D’autres mutations portant sur la chaine légere de la ferritine ont également été rapportées
(Kumar et al., 2016; Yoon et al., 2019) dont la plus répandue est la mutation 460InsA (Chinnery

et al., 2007). Appelée « neuroferritinopathy » ou « hereditary ferritinopathy » (HF) (MIM
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606159) il s’agit d’une maladie autosomique dominante progressive débutant a I’age adulte a
pénétrance variable (Chinnery et al., 2003, 2007; Cozzi et al., 2013; Curtis et al., 2001; Kubota
et al., 2009; Li et al., 2015; Muhoberac and Vidal, 2013; Vidal et al., 2004; Yoon et al., 2019).
Elle est caractérisée par des symptdmes extrapyramidaux tels que la chorée, la dystonie ou le
parkinsonisme et d’autres mouvements désordonnés, dont un syndrome des jambes sans repos,
des troubles comportementaux et cognitifs. Au niveau pathologique, on note la présence de
cavités kystiques dans les ganglions de la base, des corps d’inclusions de ferritine et des dépdts
de fer importants dans le cerveau. Dans son étude de 2015, Li et al. suggérent que les effets
déléteres causés par les sous-unités L mutantes sont dus a une perturbation de la structure des
pores de la ferritine (I’effilochage de I’extrémité C des sous-unités L) plutdt qu’a une perte de
fonction normale de la sous-unité L elle-méme. Aucune indication d’une maladie liée a une
mutation sur la chaine lourde n’a été décrite, a ce jour. Il semble probable qu’une mutation a ce

niveau soit létal (Ferreira et al., 2000; Li et al., 2015).

3.4 Mécanisme de mort cellulaire : la Ferroptose

En 2003, Dolma et al., criblent un ensemble de composés chimiques pour leur capacité
anticancéreuse vis-a-vis des cellules porteuses d’une mutation de ’oncogene HRas (HRas
V12). lls mettent alors en évidence une nouvelle forme de mort cellulaire, dont un inducteur
chimique est I’érastine (Dolma et al., 2003). Toutefois, ce n’est qu’en 2012 que ce mécanisme
distinct de 1’apoptose, de la nécrose et de I’autophagie sera décrit comme un programme de
mort cellulaire a part entiére, et désigné sous le terme « ferroptose » (Dixon et al., 2012).

La ferroptose est un programme de mort cellulaire dépendante du fer, caractérisée par une
accumulation de fer et de peroxydes lipidiques, entrainant une forte production d’especes
réactives de I’oxygene (ROS, pour « reactive oxygen species ») intracellulaires. Elle se

distingue par un arrondissement de la cellule, une absence de modification de I’ADN nucléaire
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et par la présence de mitochondries plus petites, denses aux électrons, mais présentant une
activité normale (Dixon et al., 2012). Une peroxydation massive des lipides membranaires a
lieu, amenant a la mort cellulaire. L’ induction de la ferroptose est dépendante notamment des
facteurs qui conditionnent 1’équilibre entre 1’accumulation des lipides peroxydés et leur
détoxification. Dans le sytéme anti-oxydant dédié, I’enzyme GPX4 (glucoperoxydase 4) joue
un réle majeur dans 1’inhibition de la peroxydation des phospholipides, autrement dit dans la
détoxification des lipides peroxydes (Friedmann Angeli et al., 2014; Imai et al., 2017; Yang et
al., 2014). Pour fonctionner, la protéine GPX4 utilise du glutathion (GSH) dont
I’approvisionnement est conditionné par le systeme Xc’, un antiporteur cystine/glutamate.
Ainsi, la perte d’activité de 1’enzyme GPX4 ou I’inhibition du systéme Xc entraine un
déséquilibre dans la détoxification des lipides peroxydés et favorise le declenchement de la
ferroptose (Friedmann Angeli et al., 2014; Imai et al., 2017; Lei et al., 2019; Seiler et al., 2008;

Yang and Stockwell, 2016; Yang et al., 2014).

Fe3+
@ ferritin Ferroptosis
x A

® ...... @  Fenton’s Livid ROS
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Figure 3.1: Processus biologique de la ferroptose. La ferroptose est un programme de mort
cellulaire dépendante du fer. Sc7all est un antiporteur cystine/glutamate qui en échange de cystine

extracellulaire laisse sortir du glutamate. La cystine est transformée en cystéine qui forme avec le
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glutamate du glutathion (GSH). L’enzyme GPX4 utilise ce GSH pour inhiber la peroxydation des lipides.
En paralléle, la réaction de Fenton favorise la production de radicaux libres (ROS) a partir du fer ferreux
(Fe?") intracellulaire et issu de la ferritine. Un déséquilibre dans ce mécanisme peut entrainer une

surproduction de ROS, favorisant ainsi la ferroptose et induisant la mort cellulaire.

Par ailleurs, certaines voies de signalisation intracellulaire et intercellulaire ainsi que le
stress li¢ a ’environnement et les nutriments apportés peuvent influencer la ferroptose en
régulant le métabolisme cellulaire et les niveaux de ROS. La ferroptose est impliquée dans de
nombreux mécanismes. Son activation permet la destruction de certaines cellules cancéreuses
et pourrait constituer une stratégie thérapeutique pour certaines formes de cancers (Jiang et al.,
2015, 2021; Yang et al., 2014). A I’inverse, étant donné que la ferroptose entraine une perte de
cellules, son inhibition protége 1’organisme contre des dommages ischémiques, des maladies
cardiaques (Fang et al., 2020), la transplantation cardiaque et la neurodégenérescence (Dixon

etal., 2012).

Ce mécanisme est intrinsequement li¢ a 1’homéostasie en fer de la cellule. Une
augmentation du fer libre intracellulaire va entrainer une augmentation de la ferroptose et
inversement, une diminution du fer libre entrainera une diminution de la ferroptose. De ce fait,
la ferroptose est en partie dépendante des récepteurs IRP1 et IRP2, et a la régulation de la
ferritine et de la transferrine (Feng et al., 2020). Ainsi, la transferrine peut étre considéerée
comme un marqueur de la ferroptose (Feng et al., 2020) et la ferritine, une source de fer libre
suite a sa dégradation par un processus autophagique appelé ferritinophagie (Gao et al., 2016;

Hou et al., 2016).

3.5 Mécanismes moléculaires de ’'homeéostasie du fer

L’homéostasie du fer est permise par un controle strict de I’absorption du fer, qui a lieu dans
le duodénum, et par son recyclage dans les macrophages, suite a la dégradation des globules
rouges. Lors de I’absorption du fer, qui a lieu au pdle apical des entérocytes matures, la
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réductase membranaire Dcytb effectue la réduction du fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux (Fe?")
(McKie, 2008). Ce dernier est ensuite transféré au sein de I’entérocyte grace au transporteur
transmembranaire DMT1 (aussi appelé DCT1, NRAMP2, et SLC11A2)(Fleming et al., 1997;
Gunshin et al., 1997). Les atomes ferreux sont ensuite relargués dans le plasma, via la
ferroportine (également appelée IREG1 ou MTP1), située au péle basal des entérocytes
(Abboud and Haile, 2000; Donovan et al., 2000; McKie et al., 2000). Le Fe?* subit alors une
oxydation par I’héphaestine, située a la membrane plasmique, avant d’étre pris en charge et
transporté par la transferrine sous sa forme Fe®*. Cependant, une partie du fer est conservé au
sein des entérocytes et stocke au sein de la ferritine avant d’étre éliminé lors de la desquamation
des entérocytes. Au cours du processus de recyclage, les macrophages reconnaissent les
globules rouges sénescents, les phagocytent et les digerent. Lors de ce processus, I’héme-
oxygénase catalyse la libération du fer, sous sa forme ferreuse, qui est par la suite soit stocké
par la ferritine, soit relargué via la ferroportine, présente a la membrane plasmique des
macrophages, pour étre oxydee par la céruloplasmine puis pris en charge par la transferrine
plasmatique (Hentze et al., 2004).

L’hepcidine est une hormone peptidique sécrétée par le foie intervenant de maniére
prépondérante dans le controle de I’homéostasie du fer (Nicolas et al., 2001). Pour réguler le
taux de fer, I’hepcidine se lie a la ferroportine et induit son internalisation et sa dégradation
(Nemeth et al., 2004). Ainsi, en présence d’un taux de fer anormalement faible, 1’hepcidine est
fortement exprimée et induit une réduction du nombre de ferroportines exprimées a la
membrane plasmique, réduisant ainsi la sortie cellulaire des atomes de fer (De Domenico et al.,
2007; Knutson et al., 2005). Ainsi, la présence de ferroportine a la membrane plasmique des
cellules est proportionnelle au taux de fer présent dans 1’organisme.

Le fer, sous sa forme ferrique, est apporté aux cellules par fixation de la transferrine a son

récepteur membranaire TfR1. L’activation du récepteur TfR1 va déclencher un phénoméene
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d’endocytose, conduisant a la formation d’un endosome ou le fer ferrique est réduit sous sa
forme ferreuse avant d’étre libéré dans le cytoplasme par le transporteur DMT1 présent sur la
paroi de ’endosome (Fleming et al., 1997, 1998; Gunshin et al., 1997; Ohgami et al., 2005).

L’ensemble de ces processus montrent que de nombreuses molécules participent ainsi a la

métabolisation et au transport du fer au sein de 1’organisme.
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4 . MATERIEL ET METHODES
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4.1 Animaux

Le soin et I'utilisation des animaux ont suivi le guide de bonne pratique de 1’Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale (Inserm). Le protocole d’expérimentation a
été approuvé par le Ministére de I’Enseignement supérieur et de la Recherche, il est enregistré
auprés du Comité National de Réflexion Ethique sur I’Expérimentation Animale auprés du
Ministére de 1’enseignement supérieur, de la recherche et de 1’innovation sous la référence
APAFIS#6235-201709141543234v6. Dans cette étude nous avons utilisé un modele murin de
fond génétique C57BL6J dont le géne codant FTL1 a été invalidé par recombinaison
homologue (suppression des exons 1 et 2). Ce modéle a été développé au laboratoire du
Professeur Ruben Vidal (Indiana University, School of Medicine, USA) et décrite dans la
publication de (Li et al., 2015). Pour cette étude, nous avons utilisés des souris knock-out
(FTL17), hétérozygotes (FTL1*") et sauvages (FTL1*) &gées de 15 jours & 5 mois, males et
femelles inclus. L’ensemble des animaux utilisés pour ces études ont été hébergés dans des
installations adaptées aux bons soins des animaux, sans agent pathogene, et accréditées par le
ministére frangais de l'agriculture et de 1’alimentation (34-172-36 ; 20 mai 2021). Ces animaux
ont été €levés et maintenus dans un milieu sonore standard dans 1’animalerie de 1’institut des

neurosciences de Montpellier (Inserm U1298) et ont été nourris et abreuvés ad libitum.
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4.2 Génotypage

Le génotypage des souris a été effectué a partir de biopsies (phalanges ou extrémité de la
queue) prélevés lors de 1’identification. Dans un premier temps, I’ ADN était extrait en utilisant
un kit d’extraction (KAPA Express Extract Kit — KK7103, Roche Applied Science, Penzberg,
Germany). Les séquences spécifiques du gene FTL1 étaient ensuite amplifiées par une Réaction
de Polymérisation en Chaine (PCR) a I’aide d’un thermocycleur (Eppendorf 5341 Thermal
Cycler AG 22331). Les amorces utilisées pour 1’amplification étaient les suivantes : amorce
sens 5° CCT-CAG-CTC-CGG-ATT-GGT 3’ et anti-sens 5 GTT-CCG-TTC-AAA-CAC-TGT-
TG 3’ pour I’all¢le sauvage et 5° GCA-CAG-GAA-AAG-TGG- GCA-CAG-T 3’ pour I’allele

KO.

Dénaturation Dénaturation Hybridation Elongation Elongation
initiale additionnelle
95°C 94°C 58°C 72°C 72°C
10 minutes 40 secondes 30 secondes 40 secondes 7 minutes
1 cycle 39 cycles 1 cycle

Tableau 4.1 : Etapes de la Réaction de Polymérisation en Chaine dans le cadre du génotypage

de lalignée murine FTL1.

A la fin de I’amplification, dont les différentes étapes sont indiquées dans le tableau
4.1, les produits de PCR étaient répartis dans les puits d’un gel d’agarose a 2% (ClearSight
DNA Stain, Euromedex, Souffelweyersheim, France). Aprés migration par électrophorése a
135 mV pendant 24 minutes, les amplicons étaient révélés par exposition aux UV. Les
fragments d’ADN amplifiés présentant un poids moléculaire de 500 paires de bases (pb)
indiquaient un génotype homozygote FTL1™", les fragments d’ADN amplifiés avec un poids

moléculaire de 180 paires de bases (pb) correspondaient a un génotype sauvage FTL1**. Si les
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fragments présentaient les deux bandes, cela révélait la présence d’un individu hétérozygote

FTL1'.

Echelle
100bp 381 382 383 WT KO H20

500

200
100

Figure 4.1 : Exemple du résultat de génotypage du 04.01.2021. Visualisation des fragments d’ADN
amplifies par PCR. Les amplicons visibles uniqguement a 200 pb et 500 pb correspondaient
respectivement au génotype de souris sauvages FTL1** et homozygotes FTL1". Les amplicons visibles
a la fois a 200 pb et 500 pb correspondaient au génotype d’une souris hétérozygote FTL1"".

4.3 Exploration fonctionnelle

4.3.1 Anesthésie des animaux

Les souris étaient anesthésiées avec un mélange de Zoletil 100 (40mg/kg) et de Rompun
2% (3mg/kg) dilué dans une solution de NaCl. Une injection intra-péritonéale, adaptée en
fonction du poids de I’animal, était administrée pour endormir I’animal. Par la suite, des
injections en sous-cutanée au niveau dorsal étaient administrées jusqu’a 20% de la dose initiale
pour maintenir I’animal sous anesthésie durant 1’intégralité des enregistrements. Tout au long
des mesures, la température corporelle de I’animal était maintenue a 37°C + 1°C grace a une
couverture chauffante (Homeothermic Blanket Systems, Harvard Apparatus) rétrocontrolée a

I’aide d’une sonde rectale.
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4.3.2 Potentiels évoqués auditifs

La mesure des potentiels évoqués auditifs est une méthode utilisée pour déterminer ’activité
neurale de la voie auditive ascendante, en réponse a une stimulation sonore. L’enregistrement
des potentiels évoqués auditifs précoces (PEA) a été réaliseé dans une chambre insonorisée,
anéchoique et faradisée. Aprés vérification de I’absence de réflexes chez la souris, des
électrodes sous-cutanées étaient positionnées au niveau du vertex (électrode positive), de
I’oreille testée (électrode de référence) et de la patte arriére opposée (masse). Un haut-parleur
(JBL Incorporated Northridge model 2426H) placé a 10 cm de I’ oreille, délivrait en champ libre
des bouffées tonales ayant une enveloppe trapézoidale (1 ms de montée et de descente, 9 ms de
plateau suivi de 39 ms de silence ; cycle total 49 ms) aux fréquences suivantes : 4, 8, 11.3, 16,
22.6 et 32 kHz. L’intensité des stimulations sonores variait entre 10 et 80dB SPL par pas de
5dB. Les stimulations étaient présentées de maniére aléatoire. Les signaux recueillis étaient
amplifiés (gain de 20 000), échantillonnés (fréquence d’échantillonnage : 50kHz), filtrés (filtre
passe-bande 0,3 a 3kHz) puis moyennés a partir de 650 itérations effectuées pour chaque niveau
sonore de stimulation. La génération des stimuli et I’acquisition des données ont été réalisées
grace a une carte d’acquisition NI PXI e-1073 (National Instruments, Austin, Texas, USA) et
au logiciel LabVIEW (National Instruments, Austin, Texas, USA). Les données générées
¢taient ensuite traitées a 1’aide du logiciel MATLAB (MathWorks, Natick, Massachussetts,
USA) et Igor (Wavemetrics, Oregon, USA). Le critére de seuil auditif était défini comme étant

la plus petite pression acoustique nécessaire pour évoquer une réponse mesurable.
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4.3.3 Produits de distorsion des émissions oto-acoustiques

Les produits de distorsion acoustique reflétent la non-linéarité de la cochlée (Kemp, 1978)
et permettent de controler ’intégrité des cellules ciliées externes. En réponse a une stimulation
sonore, I’activité amplificatrice des CCE entraine une libération d’énergie dont une fraction se
propage vers I’oreille moyenne, provoquant la mise en mouvement de la chaine tympano-
ossiculaire et la génération dans le conduit auditif externe d’émissions oto-acoustiques. Ces
derniéres peuvent étre alors mesurées a 1’aide d”un microphone. Cette technique est utilisée en
France de maniére systématique dans le cadre du dépistage auditif néonatal, depuis 2012. Dans
nos expériences, une sonde 3-canaux (ER-10C S/N 2528, EtymoticResearch, USA) comportant
un microphone et deux haut-parleurs était positionnée a 1’entrée du conduit auditif externe de
I’animal. Deux sons purs de fréquence f1 et f2 étaient émis simultanément, avec un rapport
constant f1/f2 égal a 1,2 et 2 situé entre 2 et 20kHz. La fréquence f2 était présentée de maniére
décroissante et chaque fréquence de stimulation était espacée d’un quart d’octave. Toutes les
stimulations sonores étaient émises a 65dB SPL. Les donneées étaient ensuite recueillies et
analysees grace au logiciel CUBeDIS (Mimosa Acoustics, Mountainside, USA). La sonde était
auto-calibrée avant chaque enregistrement, permettant de controler 1’étanchéité du systéme et

le bruit de fond environnant.

4.3.4 Mesure du potentiel endocochléaire

Une microélectrode de verre remplie d’une solution conductrice de KCl a 3M pouvait étre
introduite directement dans la rampe médiane afin d’enregistrer le potentiel endocochléaire. La
microélectrode d’enregistrement et son portoir étaient reliés a un abaisseur d’impédance (WPI,
modele KS-700). Une macroélectrode en chlorure d’argent servant de référence était suturée

dans la musculature du cou de I’animal. Lorsque la microélectrode d’enregistrement était
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positionnée en surface de la strie vasculaire, la valeur du potentiel enregistrée était
systématiquement compensée et ramenée a 0. La valeur du potentiel endocochléaire était
directement mesurée en mV lorsque la pointe de la microélectrode, apres avoir traverse la strie

vasculaire, se trouvait dans le compartiment endolymphatique.

4.3.5 Patch-clamp

Apres le sacrifice des souris, les cochlées étaient rapidement prélevées et placées dans une
solution de dissection & 4°C. La composition de la solution de dissection (en mM) était la
suivante : 141,7 NaCl; 5,36 KCI; 0.1 CaCl2 ;1 MgCl,-6H20; 0,5 MgS0s-7H20 ; 10 HEPES et
10 glucose. Le pH était ajusté a 7,4 avec du NaOH a 1 N et I’osmolarité finale était comprise
entre 290 et 310 mosmol.kg™. A I’aide d’une loupe binoculaire et de pinces, la capsule otique
était délicatement retirée afin d’accéder a 1’organe de Corti. La partie apicale de 1’organe de
Corti était prélevée et transférée dans une chambre, remplie avec la solution de Ringer modifiee
dont la composition était la suivante (en mM) : 2,8 KCI; 105 NaCl; 1 MgCl,-6H20; 10 HEPES ;
35 TEA-CI ; 2 CaCly; 1 CsCl et 10 glucose. Le pH était ajusté a 7,4 avec du NaOH a 1 N et
1’osmolarité finale était comprise entre 290 et 310 mosmol.kg™. La chambre était placée sous
un microscope droit (Axio Examiner.Al, Zeiss). A I’aide d’une pipette de verre contrélé par un
micromanipulateur (PatchStar, Scientifica), la membrane tectoriale, les cellules ciliées externes,
les cellules du pilier et les cellules phalangiales étaient enlevées afin d’accéder aux cellules
ciliées internes. Les pipettes de verre utilisées pour la mesure des courants calciques ont été
obtenues par I'étirement de capillaires de verre en borosilicate (Kwik Fil, WPI) a I'aide d'une
étireuse verticale PIP6 (HEKA). Les pipettes ont été préalablement recouvertes a leurs
extrémités d'un polymere hydrophobe non conducteur (Sylgard, Dow Corning, Midland, USA),

afin de réduire I’accumulation de charges le long de la paroi de verre. La composition de la
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solution interne est la suivante (en mM) : 135 L-Acide glutamique; 10 TEA-CI ; 10 4-AP; 1
MgCl2-6H20 ; 10 HEPES ; 2 Mg-ATP ; 0.3 Na-GTP. Le pH est ajusté a 7,2 avec du CsOH et
1’osmolarité finale était comprise entre 290 et 310 mosmol.kg™. La résistance des pipettes se
situe entre 4 a 6 MQ. Les cellules ciliées internes étaient « patchées » a température ambiante
(20-25°C). Pour ce faire, la micropipette, dont la pointe avait une dimension d’environ 1 a 2
um était apposée contre la membrane plasmique de la cellule. Une pression positive
préalablement appliquée a I’intérieur de la pipette facilitait I’accolement entre la membrane et
la pipette. En effet, la chute brutale de la surpression suivie par une dépression permettait
d’obtenir un scellement étroit entre les parois de la pipette et la membrane cellulaire. Ce contact
étroit entre la pipette et la membrane était reflétée par une valeur de résistante pipette supérieure
ou égale a 1 GOhm. Une fois le giga-seal atteint, une nouvelle l1égeére aspiration permettait de
rompre la membrane sous la pipette et d’étre en configuration cellule-entiére. Cette
configuration permettait I’enregistrement de la somme des courants membranaires traversant la
cellule (courants macroscopiques). Les courants calciques des cellules ciliées internes ont été
mesurés en réponse a des sauts de potentiels dépolarisants de -117 mV a +48 mV, par pas de 5
mV, d’une durée de 10 ms et a partir d’un potentiel de maintien de -87 mV. Les enregistrements
ont été réalisés a I’aide d’un amplificateur opérationnel EPC10 (HEKA Elektronik, Lambrecht,
Allemagne) contr6lé par le logiciel PatchMaster (HEKA Elektronik). Les courants étaient filtres
avec un filtre passe-bas de 5 kHz et échantillonnés a une fréquence de 40 kHz. Les courants de
fuite étaient soustraits par le protocole P/10. Tous les agents chimiques utilisés au cours de ces
experiences provenaient de chez Sigma (St. Louis, MO, USA). Toutes les analyses ont été faites

avec le logiciel Igor (Wavemetrics, Portland, Oregon, USA).
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4.4 Observations anatomiques : Microscopie
photonique

4.4.1 Immunofluorescence

Aprés I’euthanasie des souris, les cochlées étaient prélevees puis fixées pendant 15 min dans
une solution de paraformaldehyde dilué a 4% dans du tampon phosphate salin (PBS ; 0.1 M ;
pH 7.4). Les cochlées étaient ensuite rincées trois fois pendant 10 min avec la solution PBS 1X.
Les dissections ont ensuite été effectuées dans du tampon PBS. A 1’aide de forceps, la capsule
otique, le ligament spiral, la strie vasculaire, la membrane de Reissner et la membrane tectoriale
étaient retirées. Une fois les microdissections effectuées, les échantillons étaient ensuite placés
dans une solution de perméabilisation (3% de Triton X-100 dans du PBS 1X) durant 30 minutes
avant d’étre transférés dans un tampon de blocage (10% de sérum de chevre, 0,3% de Triton
X-100 dans du PBS 1X) pendant 30 minutes. Les échantillons étaient ensuite incubés pendant
une nuit a 4°C dans une solution contenant les anticorps primaires (1% de sérum de chevre,
0,1% de Triton X-100). Les anticorps primaires utilises et leurs dilutions respectives sont décrits
dans le tableau 4.2. Apres une nuit a 4°C, les échantillons étaient lavés 5 fois pendant 10
minutes dans du tampon de lavage (0.1% Triton X-100 dans le PBS) puis incubés pendant 2 h
a température ambiante a I’abri de la lumicre dans la solution d'incubation contenant les
anticorps secondaires. Les anticorps secondaires utilisés sont décrits dans le tableau 4.3. Les
anticorps secondaires issus du fabricant Abberior étaient spécifiquement utilisés pour les
échantillons soumis a la microscopie super-résolutive STED (pour stimulation emission-
depletion). Aprées 2h d’incubation, les échantillons étaient finalement rincés 5 fois pendant 10
minutes dans le tampon de lavage et montés entre lame et lamelle dans une solution de montage
(Dako Fluorescence Mounting Medium, Réf : 53023). Les échantillons sont conservés a 1’abri

de la lumiere et a 4°C avant d’étre examinés avec le microscope confocal Zeiss LSM880 (Carl
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Zeiss Microscopy GmbH, Germany) et le microscope STED super-resolution Abberior, du
laboratoire Montpellier RIO Imaging (Montpellier, France). Les images ont été traitées et

analysées avec les logiciels ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA),

Imspector (Abberior Instruments, Germany) et Zen Blue (Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Germany).

Antigéne Espece Concentration Fournisseur RRID Isotope
CtBP2 Mouse 1:1000 BD Biosciences AB_ 399431
Isotope IgG1

VGLUT3 Guinea Pig 1:300 Synaptic System AB_ 2619825
Isotope IgGp

FTL1 - Rabbit 1:500 Abcam AB_1523609
polyclonal Isotope 19gG
FTL1 - Rabbit 1:500 Invitrogen AB_2810032
monoclonal Isotope 19G
FTH Rabbit 1:500 Invitrogen AB_2898990
monoclonal Isotope 19gG
Cavl.3 Rabbit 1:500 Almone labs AB_2039775
Isotope 1gG

Homerl Rabbit 1:300 Merck Milipore AB_ 11203298
Isotope 1gG

Tableau 4.2 : Liste des anticorps utilisés pour les marquages immunofluorescents des
explants de cochlées.

Conjugaison  Anticorps Dilution Fournisseur Microscopie
secondaire
Alexa 488 Anti-guinea 1 :1000 Invitrogen AB 2534117 Confocale
pig

Alexa 568 Anti-mouse 1:1000 Invitrogen AB_2535764 Confocale

Alexa 647 Anti-rabbit 1:1000 Invitrogen AB_ 2535812 Confocale

STAR RED Anti-mouse 1:200 Abberior STRED-1001- Confocale/STED
500UG

STAR 580 Anti-rabbit 1:200 Abberior STR580-1002- Confocale/STED
500UG

Tableau 4.3 : Liste des anticorps secondaires utilisés pour les marquages immunofluorescents
des explants de cochlées.
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4.4.2 Microscopie confocale

L’acquisition des images a été réalisée a 1’aide d’un microscope confocal a balayage laser
(Zeiss LSM880). Pour le comptage des densités pre- et post-synaptiques les acquisitions ont été
effectuées a un grossissement 63x (objectif : 63X 1.4 Qil), représentant environ 12 cellules
ciliées internes par image. Le pdle basal des CCl était entierement numérisé par pas de 0,15 um
en Z, le segment s’étendant du faisceau spiral interne au-dessous des CCI jusqu’au-dessus du
dernier ruban synaptique visible, dans la partie apicale des CCI. Les séquences d’images
obtenues étaient ensuite importées dans le logiciel de traitement Image J, pour effectuer une
projection 2D (superposition de tous les plans optiques). Sur chaque projection 2D, le nombre
total de rubans synaptiques étaient comptabilisés et la moyenne obtenue en divisant par le
nombre de CCI présentes. Le nombre de synapses a été compte a partir de la superposition des
immunomarquages des rubans synaptiques et de la densité post-synaptique, et la moyenne

obtenue en divisant par le nombre de CCI présentes.

4.4.3 Microscopie STED

L’acquisition des images a été effectuée a 1’aide d’un microscope STED super-resolution
Abberior. Les lasers délivraient un faisceau de longueur d’onde d’excitation de 561 nm et 640
nm, et une longueur d’onde de déplétion de 775 nm. Lors des acquisitions, le grossissement
était 100x (objectif : 100X Plan SuperApochromat 1.4 Oil) et permettait de focaliser sur le pole
baso-latérale de 1 a 3 cellules ciliées internes. La taille du pixel xy était fixée a 30 nm et la taille
du Z a 50nm (3D-STED). Le segment d’observation s’étendait sur un intervalle de 900 nm a
1,2 pm, selon I’échantillon analysé. Les séquences d’images étaient ensuite importées dans le
logiciel de traitement ImagelJ, afin d’effectuer une projection 2D. A partir de ces projections

2D, les images étaient ensuite traitées a I’aide d’un script Matlab afin de mesurer la taille de
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chaque ruban synaptique sur son axe long et court. A partir des mesures individuelles la surface
elliptique de chaque ruban a été calculé en utilisant la formule suivante : s = n% ,avVeC « S »,

la surface elliptique, « a» la longueur de I’axe court et « b » la longueur de 1’axe long. La
distribution des mesures individuelles de surface elliptique ainsi que la distribution cumulative

ont ensuite été représentées.

4.5 Observations anatomiques : Microscopie
Electronique

4.5.1 Microscopie électronique a balayage

A la fin de 1’évaluation fonctionnelle, les cochlées étaient rapidement prélevées dans une
solution tampon phosphate saline (PBS ; 0.1M ; pH 7.4) puis fixées pendant 2 h a température
ambiante dans du glutaraldéhyde 2,5% dilué dans du tampon phospate salin (0.1 M ; pH 7.4).
Les cochlées étaient ensuite rincées trois fois 10 minutes dans la solution tampon phosphate.
Les cochlées étaient disséquées a 1’aide de fines pinces afin d’6ter la capsule otique, le ligament
spiral, la strie vasculaire, la membrane de Reissner et la membrane tectoriale. Les cochlées
étaient deéshydratées par des bains d’alcool successifs de 30 minutes et de concentration
croissante : 15% - 30 % - 40% - 50% - 60% - 70% - 80% - 90% - 100%. Les cochlées étaient
ensuite maintenues dans un bain a 100% ETOH a 4°C toute une nuit. Le lendemain, la
déshydratation est menée a terme en réalisant un point critique au CO2 liquide a I’aide d’un
appareil Bal-tec CPD 030 (critical point dryer). Les échantillons étaient ensuite collés sur des
supports métalliques a 1’aide d’une colle argentique, avant d’étre recouverts par une fine couche
d’or (10nm) dans un évaporateur cathodique (Sputter coater, Polaron SC500). Les échantillons

étaient ensuite conservés dans une chambre sous vide. Les acquisitions ont été effectuées avec
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un microscope électronique a balayage Hitachi S4000, sur la plateforme COMET de I’Institut
des Neurosciences de Montpellier. Les observations pour le comptage des cellules sensorielles
ont été effectuées en partant de 1’extrémité apical vers I’extrémité basale, a un grossissement
1000x. Les observations des tours apicaux-meédians permettaient d’estimer les atteintes des
cellules sensorielles sur la plage fréquentielle allant du 4kHz au 32kHz (Muller et al., 2005).
Le comptage a permis d’identifier et de séparer les cellules ciliées présentant des stéréocils avec
défauts morphologiques (i.e., fusion des cils, touffe ciliaire désorganisée), de celles présentant

une absence de stéréocils et les cellules ciliées normales.

4.5.2 Microscopie électronique a transmission

Suite au sacrifice des souris, les cochlées étaient prélevées et fixées rapidement dans une
solution tampon PHEM (0.1 M; pH 7.4) contenant du glutaraldéhyde 2,5% et du
paraformaldéhyde 4%. Les cochlées étaient fixées durant 2h a température ambiante puis une
nuit a 4°C. Les cochlées étaient ensuite rincees 3 fois 10 minutes dans du tampon PHEM (0.1
M ; pH 7.4) avant d’étre mise a décalcifier durant 48 h a 4°C dans une solution ’EDTA 10%
en PBS 1X. Apreés vérification de la décalcification, les cochlées étaient déshydratées dans des
bains d’alcool de concentration croissante (30% a 100%) puis enrobées dans une résine époxy
(EMBed 812) polymérisée a 60° pendant 36 h. Les cochlées incluses dans des blocs de résine
étaient ensuite coupées a 1’aide d’une lame de scalpel selon des plans précis. Tout d’abord, une
premiére coupe dans 1’axe verticale du modiolus était effectué, séparant la cochlée en deux
parties. Chaque pan était ensuite basculé selon un angle de 90 degrés, afin de venir découper
chaque demi-bloc en 3 parties, correspondant a la séparation du tour apical, du tour médian et
du tour basal. Chaque bloc correspondant & un tour était retourné de 90 degrés, afin d’obtenir

des coupes des cellules ciliées dans le plan sagittal. Cette technique, décrite de maniére
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approfondie dans (Spoendlin and Brun, 1974) permet de sélectionner des portions spécifiques
de I’organe de Corti a différents niveaux entre 1’apex et la base. Chaque échantillon était ensuite
collé sur un support en résine, pour obtenir des coupes semi-fines (1 um) et ultra-fines (70 a
100 nm). Les coupes semi-fines étaient effectuées a 1’aide d’un ultramicrotome (Reichert,
Ultracut S. Leica) et d’un couteau en diamant. Elles étaient recueillies sur des lames de verre,
colorées au bleu de toluidine et examinées en microscope optique Nanozoomer 1 Hamamatsu,
a un grossissement x40, sur le plateau MRI de I’Institut des Neurosciences de Montpellier. Les
coupes ultra-fines étaient effectuées a I’aide d’un ultramicrotome (Reichert, Ultracut S Leica).
Deux a trois coupes espacées de 70 nm sont réalisées sur chaque bloc, et cela a différents
niveaux dans le tissu. Ces coupes ultra-fines sont alors collectées sur des grilles de cuivre puis
contrastées avec de 1’acétate d’uranyle 1.5% dans 1’éthanol 70% et une solution de citrate de
plomb (Reynolds, 1963) et observées a 1’aide d’un microscope électronique a transmission
Tecnai F20 a 80KV équipé d’une caméra numérique Veleta, sur la plateforme COMET de

I’Institut des Neurosciences de Montpellier.
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5 . RESULTATS
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5.1 Exploration fonctionnelle des souris FTL17"
5.1.1 Atteinte auditive dans une fraction de souris FTL17

Nous avons dans un premier temps déterminé le fonctionnement de la voie auditive chez
les souris dont le gene codant la chaine légére de la ferritine (FTL1) a été invalide par
recombinaison homologue. Pour cela, nous avons mesuré les seuils auditifs des souris FTL1*"*,
FTL1* et FTL1” agées d’un mois & partir de leurs potentiels évoqués auditifs (PEA) (figure
5.1). Ces derniers reflétent I’activité synchrone des relais le long de la voie auditive ascendante.
Les seuils auditifs sont similaires entre les souris FTL1** et FTL1*" (figure 5.1A, B) avec des
seuils auditifs moyens situés a 25,34 + 0,94 dB SPL et 26,11 + 2,23 dB SPL respectivement.
En revanche, les réponses obtenues pour les souris FTL17 sont trés variables avec un contingent
de souris dont les seuils auditifs sont comparables aux souris FTL1** et FTL1"" et une autre
fraction de souris aux seuils auditifs élevés sur I’ensemble des fréquences testées (figure 5.1C).
Tandis que les histogrammes de distribution des seuils auditifs moyens des souris FTL1*"* et
FTL1*" suivent une distribution gaussienne a un seul mode (figure 5.1D), celui des souris
FTL17 suit une distribution gaussienne a deux modes suggérant deux phénotypes distincts, a
savoir des souris a bas seuils auditifs (FTL1” LT pour low-threshold) et des souris & hauts
seuils (FTL1” HT pour high-threshold) (figure 5.1D). Parmi les souris FTL1" HT, certains
individus présentent une surdité compléte, a savoir une absence de réponse aux fortes intensités
de stimulations sonores (100 dB SPL) sur I’ensemble des fréquences testées. De la méme facon,
1’étude de I’amplitude de la premiére onde des PEA montre qu’une fraction de souris FTL1"
présente une amplitude comparable a celle des souris FTL1"* et FTL1*" tandis qu’une autre
fraction de souris se distingue par des PEA de faible amplitude (figure 5.1E, F et G). Ici encore,

les histogrammes de distribution des PEA des souris FTL1** et FTL1*" peuvent étre reproduits
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par une distribution gaussienne uni-modale tandis que celui des souris FTL1" suit une

distribution gaussienne a deux modes (figure 5.1H).
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Figure 5.1 : Exploration fonctionnelle de I’audition chez les souris FTL1". (A-C) Audiogrammes,
(E-G) PEA et (I-K) amplitude du produit de distorsions des émissions otoacoustiques (PDEOA) 2f;-f2
représentée en fonction de la fréquence f2 chez les souris contréles (FTL1"*, bleu, A, E et 1),
hétérozygotes (FTL1*, vert, B, F et J) et knock-out (FTL1", orange, C, G, K). Les lignes fines indiquent
les mesures individuelles et les lignes épaisses la moyenne +/- l'erreur standard. (D, H, L)
Histogrammes de la distribution des audiogrammes (D), PEA (H) et PDEOAs (L) présentés en (A-C),
(E-G) et (I-K) respectivement. L’histogramme de distribution des seuils auditifs permet de séparer deux
populations de souris homozygotes knock-out ; les souris & bas seuils auditifs (FTL1” LT pour low-
threshold) et des souris & hauts seuils (FTL1” HT pour high-threshold).

Nous avons ensuite mesuré 1’activité mécanique des cellules ciliées externes a partir des
produits de distorsions des émissions oto-acoustiques (PDEOA). En accord avec les seuils
auditifs, les souris FTL1"* et FTL1"" se caractérisent par des PDEOA d’amplitudes similaires

(figure 5.11, J) (23,56 + 0,93 dB et 23,36 + 2,06 dB respectivement). A I’inverse, on note chez
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les souris FTL1" une forte hétérogénéité dans I’amplitude des PDEOA, c’est-a-dire que 1’on
distingue des souris dont I’amplitude des PDEOA est identique & celle des souris FTL1*"* et
FTL1*", et des souris ne présentant pratiquement aucun PDEOA (figure 5.1K). Ici encore, les
histogrammes de distribution des PDEOA des souris FTL1*"* et FTL1*" peuvent étre modélisés
avec une distribution normale uni-modale tandis que celui des souris FTL1” suit une

distribution gaussienne a deux modes (figure 5.1L).

A partir des histogrammes de distribution des seuils auditifs moyens des souris FTL1"
(figure 5.1D), nous avons pu séparer les individus en deux groupes : les souris dont le seuil
auditif moyen était inférieur & 40 dB SPL (FTL1" LT, représentant 76 % des souris FTL1")
(24,58 £ 0,62 dB SPL) et les souris dont le seuil auditif moyen était supérieur a 40 dB SPL
(FTL1" HT, représentant 24 % des souris knock-out) (83,82 + 3,54 dB SPL) (figure 5.2).
Tandis que les seuils auditifs moyens (24,58 + 0,62 dB SPL), les PEA (3,60 + 0,20 mV) et les
PDEOA (21,31 + 0,77 dB) des souris FTL1" LT sont similaires & ceux des souris FTL1"* et
FTL1*" (figure 5.2 C, F, 1), on note une élévation significative des seuils auditifs et une
réduction drastique des PEA chez les souris FTL1” HT par rapport aux souris FTL1*"* (figure
5.2C, F). Cette altération des seuils auditifs et des PEA est associée a une diminution
significative des PDEOA (1,75 + 0,67 dB) (figure 5.2 H), suggérant une atteinte fonctionnelle

des cellules ciliées externes chez les souris FTL17 HT (figure 5.2G, H et I).

77



>
o
O

-- -
FTL1™", n=43 FTL1", n=23 - "
100 100 51007 m FTLT
oy 7 S S B m FTL
@ 80 @ 80+ 0 807 m FTLI LT
-~ -
2 so0] @ 1 month = s0- o m FTL1T HT
5 60-@ 3 60 S 60
Q < @
g 40+ g 404 @1 month -
£ = %
x 20 r 204 m
m o <
< o- < oA T
| T T 1 | | T 1 2
4 8 16 32 4 8 16 32
Frequency (kHz) Frequency (kHz)
5 FTL1", n=43 5 FTL1", n=23 7 - m FTL"
2 0 % m FTL1
< 25+ < 254 z o m FTL LT
= 1 2 % m FTL HT
T 04 B 0] ——em——e - é‘ %':
£ = @ ,’ *kk
a Q. -
£ £ ° -
<-2.5 <-2.5 z o}
@ 1 month @ 1month 3 4
@ 16 kHz, 80 dB SPL @ 16 kHz, 80dB SPL ¢ > %
. 5 ]
BT ST 17— < ﬁ
18 20 22 24 18 20 22 24
Time (ms) Time (ms)
60 — FTL1", n=43 60 = FTL1", n=23 & L - FrLet”
5 5 = ¢ m FTL1"
n 40 n 40 o & -
@ @ 1 month B @ 1 month o ; - :1::1; I|:|TI'
= = © =
> 20 > 20 8
-g -E %— *kk
g 0+ g 0+ o E
£ < VA e
S o .
g -20 noise floor g -20 noise floor X g
& & N o
40 -40 < s
T T 1 T T 1 3 ﬁj
5 10 1520 5 10 1520 = J
f2 frequency (kHz) f2 frequency (kHz)

Figure 5.2 : Atteinte auditive chez les souris FTL1". (A-B) Audiogrammes, (D-E) PEA et (G-H)
Amplitude du PDEOA 2f1-f> représentée en fonction de la fréquence f2 chez les souris knock-out (FTL1
LT, rouge et FTL1" HT, violet). (C, F, ) Moyenne des audiogrammes (C), PEA (F) et PDEOAs () chez
les souris contréles (FTL1*"*, bleu), hétérozygotes (FTL1*", vert) et knock-out (FTL1"" LT, rouge et FTL1
I~ HT, violet).
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5.1.2 Etude longitudinale de la perte auditive chez les souris FTL1”"

Nous avons ensuite voulu savoir si les déficits auditifs chez les souris FTL17 étaient
présents dés I’entrée en fonction de la cochlée. Nous avons donc mesuré I’activité mécanique
des cellules ciliées externes, reflétée par les PDEOA, chez les souris FTL17 gées de 15 jours,
qui correspond a I’entrée en fonction de la cochlée chez la souris (figure 5.3). De fagcon similaire
aux souris agees de 1 mois, nous avons observé une hétérogénéité dans I’amplitude des PDEOA
des souris FTL17, reflétée par une distribution bimodale des PDEOA contre une distribution
uni-modale chez les souris FTL1*"* (figure 5.3A, B, C). Ici encore, nous avons pu séparer les
individus en deux groupes a partir de I’histogramme de distribution des PDEOA : les souris
FTL1” LT présentant une amplitude des PDEOA de moyenne supérieure & 7 dB (15,85 + 0,54
dB) et les souris FTL17 HT présentant une amplitude des PDEOA de moyenne inférieure a 7
dB (2,72 £ 0,33 dB) (figure 5.3C). Dés I’entrée en fonction de la cochlée, nous observons donc
un premier contingent de souris dont I’amplitude des PDEOA est similaire aux souris FTL1**
(14,18 £ 0,72 dB) et un second contingent de souris dont 1I’amplitude des PDEOA est
significativement diminuée par rapport aux souris FTL1** (figure 5.3D, E et F). Ces résultats
suggerent donc une altération de 1’activité des cellules ciliées externes dans une fraction des

souris FTL17 dés I’entrée en fonction de la cochlée.
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Figure 5.3 : Diminution des produits de distorsions des émissions otoacoustiques (PDEOAS)
chez les souris FTL1" agées de 15 jours. (A, B, D, E) Amplitude du PDEOA 2fi-f> représentée en
fonction de la fréquence f2 chez les souris contréles (A, FTL1**, bleu) et knock-out (B, FTL1", orange)
et des souris FTL1" LT (C, rouge) et FTL1" HT (D, violet) a 15 jours post-naissance. (C) Histogrammes
de la distribution de I'amplitude des DPEOA 2fi-f> présentés en (A-B). (F) Moyenne des PDEOAs des
souris controles (FTL1**, bleu) et des souris FTL1”" LT (rouge) et FTL1" HT (violet).

L’invalidation de la chaine légére de la ferritine entraine une atteinte auditive
uniquement dans une fraction de souris et dés I’entrée en fonction de la cochlée. En effet, la
majorité des souris FTL1” ne présentent pas de défaut fonctionnel auditif. Cette dichotomie
pourrait étre due a une atteinte progressive chez les animaux FTL1™". Ainsi, les souris FTL1™"
LT pourraient développer une perte auditive avec le vieillissement. Pour tester cette hypotheése,
nous avons mesuré I’activité de la voie auditive ascendante chez les souris FTL1" LT a1et5
mois (figure 5.4). Nos résultats ne montrent aucune élévation des seuils auditifs chez les souris

FTL1" LT agées de 5 mois par rapport aux souris FTL1**au méme age (27,50 + 1,47 dB SPL
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et 28,85 £ 2,00 dB SPL respectivement) (figure 5.4A- C). De la méme fagon, les amplitudes
des PEA et des PDEOA sont comparables entre les souris FTL1"* et FTL1” LT agées de 5
mois (figure 5.4D-1). Ces données semblent suggérer que les souris FTL1" LT ne développent

pas d’atteinte auditive fonctionnelle avec 1’age.
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Figure 5.4 : Les souris FTL1" LT ne développent pas d’atteinte auditive progressive. (A-B)
Audiogrammes, (D-E) PEA et (G-H) amplitude du PDEOA 2f1-f2 représentée en fonction de la fréquence
f2 chez les souris FTL1** (bleu et vert), et les souris FTL1" LT (rouge et orange), a I'age de 1 mois (A,
D, G) et 5 mois (B, E, H). (C, F, I) Moyenne des audiogrammes (C), PEA (F) et PDEOAs (l) chez les
souris FTL1"* et FTL1" LT aI'age de 1 et 5 mois.

81



5.2 Etude morphologique du phénotype de la souris
FTLLY

Pour déterminer les structures cochléaires altérées chez les souris FTL1" HT, nous avons
observé la morphologie des cochlées de souris en microscopie photonique, électronique a
transmission et a balayage. L’observation anatomique a été réalisée chez des animaux agés de
15 jours et de 3 semaines. L’amplitude des PDEOA nous permet de distinguer les souris FTL1

LT des souris FTL1" HT a P15.

5.2.1 Atteinte de I'épithélium sensoriel chez les souris FTL17/" HT

L’observation des cochlées en microscopie photonique démontre une morphologie de
la cochlée préservée chez les souris FTL1” LT, que ce soit & 15 jours ou 3 semaines apreés la
naissance, en accord avec les données fonctionnelles (figure 5.5A-D). Chez les souris FT1”
LT, la membrane de Reissner, la strie vasculaire et les fibrocytes du ligament spiral ne
présentent pas de défauts apparents. La membrane tectoriale coiffe les cellules ciliées internes
et externes, qui sont separées par le tunnel de Corti. Ce dernier est bien délimité par les cellules
du pilier externe et les cellules du pilier interne. Les cellules ciliées externes sont organisées
sur 3 rangees et les stéréocils des cellules ciliées sont bien érigés en faisceau (figure 5.5E-H)
de facon comparable aux cellules ciliées de souris sauvages (figure 5.5A-D). Chez les souris
FTL1” HT, les structures cochléaires ne présentent pas non plus d’atteintes observables a ’age
de 15 jours. Notamment, les cellules ciliées externes ont un aspect normal. Elles reposent sur
les cellules de Deiters et sont separées entre elles par les espaces de Nuel. Les stéréocils des
cellules ciliées internes sont organises sous forme de faisceaux (figure 5.51, J). En revanche, 3
semaines aprés la naissance, on observe des dommages sévéres chez les souris FT17 HT, a

commencer par un effondrement des cellules ciliées externes. Le tunnel de Corti semble
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également contenir du matériel et les stéréocils des cellules ciliées internes sont désorganiseés.
Cependant, les structures de la membrane de Reisnner, de la strie vasculaire et des fibrocytes
du ligament spiral ne sont pas affectées (chez les souris FTL1" HT agées de 3 semaines) (figure
5.5K, L). L’ensemble de ces résultats suggérent que 1) les atteintes fonctionnelles précédent les
atteintes morphologiques, en raison de la diminution des PDEOA et de la préservation
anatomique des cellules ciliées externes a P15, ii) la perte des PDEOA est probablement due a
la destruction des cellules ciliées externes, iii) I’atteinte n’est pas limitée aux cellules ciliées
externes mais touche aussi les cellules ciliés internes, ce qui peut expliquer en partie les surdités
profondes observées chez les souris FTL17 HT et iv) les atteintes morphologiques sont limitées

aux cellules sensorielles auditives.

5
]
F
w

FTL1--HT

Figure 5.5 : Coupe transversale du tour médian de cochlées issues de la lignée FTL1". (A, C, E,
G, I, K) Section du tour médian de la cochlée de la souris FTL1** (A, C), FTL1” LT (E, G) et FTL1 HT
(I, K) a P15 (panel de gauche) et a trois semaines (panel de droite). (B, D, F, H, J, L) Agrandissement
de I'épithélium sensoriel. Les étoiles indiquent les faisceaux de stéréocils des cellules ciliées internes.
(A, C, E, G, | etK) barre d’échelle : 100um. (B, D, F, H, J et L) barre d’échelle : 5 pm.
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5.2.2 Morphologie et activité de la strie vasculaire chez les souris
FTL17 HT

Pour confirmer ’absence de défaut de la strie vasculaire, nous avons examiné son
organisation en microscopie électronique a transmission. Chez les animaux FTL1** et FTL1"
HT, les trois types cellulaires qui constituent la strie vasculaire, a savoir les cellules basales,
intermédiaires et marginales, sont parfaitement reconnaissables et ne présentent aucun défaut
notable : les noyaux de chaque type cellulaire ont un aspect similaire entre les deux génotypes,
aucune vacuole n’est observée et les cellules de la strie ne présentent pas de signes de
dégenérescence ou de mort cellulaire. On note une vascularisation normale au sein de la strie
vasculaire (figure 5.6A-D). Pour confirmer ce résultat, nous avons ensuite mesuré le potentiel
endocochléaire, reflet de I’activité électrique de la strie vasculaire, a 1’aide d’une micropipette
insérée dans la rampe mediane (figure 5.6E). Tandis que le potentiel endocochléaire mesuré
est de 106 + 3,4 mV chez les souris FTL1**, on observe un potentiel endocochléaire de 49,6 +
13,4 mV chez les souris FTL1” HT (figure 5.6F). Parmi les souris testées, on note une souris
FTL17 HT avec un potentiel endocochléaire de plus de 90 mV suggérant une variabilité dans

I’atteinte fonctionnelle de la strie vasculaire.
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Figure 5.6 : Morphologie et activité de la strie vasculaire. (A, B) Section du tour médian de la
cochlée, au niveau de la strie vasculaire d’'une souris FTL1** (A, P21) et d’une souris FTL17 HT (B,
P19) en coupe semi-fine. Barre d’échelle : 20 um. (C, D) Cellules de la strie vasculaire d’'une souris
FTL1** (C, P21) et d’'une souris FTL1" HT (D, P21) en microscopie électronique a transmission. Barre
d’échelle : 5 um. m : cellule marginale ; i cellule intermédiaire ; b : cellule basale ; bv : vaisseau sanguin.
(E) Schéma indiquant le site d’insertion pour la mesure du potentiel endocochléaire. (F) Poteniel
endocochléaire mesuré chez les souris FTL1** et les souris FTL1" HT.

5.2.3 Altération du pdle apical des cellules ciliées de souris FTL1"
HT

En microscopie électrique a transmission, I’ultrastructure des cellules ciliées des souris
FTL17 LT est similaire & celle des souris FTL1*"* : les rangées de stéréocils des cellules ciliées
sont ancrées dans la plagque cuticulaire. Cette derniere est relativement dense et les jonctions

serrées nettes, suggerant un pole apical préservé (figure 5.7A, D, J, L). Les mitochondries
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présentent elles aussi une structure normale avec des crétes visibles et 1’absence de vacuoles ou
de signes de stress mitochondrial (figure 5. 7B, E, K, M). On note aussi une distribution
normale des mitochondries le long de la membrane plasmique chez les cellules ciliées externes
(figure 5.7K, M). Enfin, les rubans synaptiques des cellules ciliées internes sont ancrés a la
membrane plasmique, opposés a la densité post-synaptique d’une fibre du nerf auditif et
entourés d’une monocouche de vésicules synaptiques (figure 5.7C, F). Chez les souris FTL1"
HT, on observe la présence de granules au sein de la plaque cuticulaire des cellules ciliées
internes et I’implantation des stéréocils est difficilement observable (figure 5.7G). Les cellules
ciliées externes sont déformées avec une importante condensation de I’ADN nucléaire, signe
majeur d’un stress cellulaire (figure 5.7N). En revanche, les jonctions serrées semblent intactes

ainsi que 1’ensemble des mitochondries et des rubans synaptiques (figure 5.7H, | et O).

Inner hair cells QOuter hair cells

Figure 5.7 : Observation des cellules sensorielles en microscopie électronique a transmission.
(A, D, G) Exemples de pole apical de cellules ciliées internes de souris sauvages FTL1** (A) et knock-
out FTL1" LT (D) et FTL1” HT (G). (G) Les fleches noires indiquent une granulosité anormale présente

dans la plaque cuticulaire des cellules ciliées des souris FTL1" HT. (B, E, H) Exemples de
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mitochondries issues de cellules ciliées internes de souris sauvages FTL1"* (B) et knock-out FTL1" LT
(E) et FTL1” HT (H). (C, F, I) Exemples de rubans synaptiques de cellules ciliées internes de souris
sauvages FTL1** (C) et knock-out FTL1” LT (F) et FTL1" HT (1). (J, L, N) Exemples de pdle apical de
cellules ciliées externes de souris sauvages FTL1"* (J) et knock-out FTL1” LT (L) et FTL1” HT (N). (K,
M, O) Exemples de mitochondries et membrane plasmique latérale de cellules ciliées externes de souris
sauvages FTL1** (K) et knock-out FTL1" LT (M) et FTL1" HT (O).

Pour quantifier I’atteinte morphologique des cellules ciliées chez les souris FTL17 HT,
nous avons observé 1’épithélium neurosensoriel en microscopie électronique a balayage (figure
5.8). Les observations chez les souris sauvages FTL1** et knock-out FTL1” LT &gées de 15
jours (figure 5.8 A1, C1, A2, Cz, Az, C3) et de 3 semaines (figure 5.8 B1, D1, B2, D2, B3, D3) ne
révelent aucun défaut majeur entre les genotypes, avec des cellules ciliées et des faisceaux de
stéréocils normalement distribués et organisés (figure 5.8 G1, G2, Gz). De la méme facon, les
cellules ciliées présentent un aspect normal chez les souris FTL17 HT agées de 15 jours (figure
5.8 E1, Gy, E2, G2, E3, G3). En revanche, on note 40 % de cellules ciliées avec des stéréocils
désorganisés ou bien fusionnés chez les souris FTL1” HT agées de 3 semaines, ainsi qu’une
perte d’environ 15 % de cellules ciliées (figure 5.8 F1, H1). L’altération des stéréocils est visible
dans les deux contingents de cellules ciliées (figure 5.8F2, Hz, Fz et H3z). Nos observations ne
montrent pas de pertes de cellules ciliées internes (inférieure a 2%). En revanche on note une
perte d’environ 20 % de cellules ciliées externes chez les souris FTL17 HT &gées de 3 semaines
(figure 5.8 H2 et Hs). Toutefois nous avons noté que sur les 6 cochlées observeées, issues de 3
souris FTL1" HT, deux échantillons ne présentent pas de défauts majeurs, suggérant une

variabilité intra-individuelle dans les défauts morphologiques (figure 5.8 Hi, Hz et Hs).
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Figure 5.8 : Défauts morphologiques des cellules sensorielles chez les souris FTL17 HT. (A1-F1)
Exemples d’organe de Corti du tour apical-médian de souris FTL1** (A1, B1), FTL17LT (Cy1, D1) et FTL1
" HT (E1, F1) &gées de 15 jours (A1, C1, E1) et 3 semaines (B1, D1, F1). (A1, Cy1, E1) échelle : 15um. (B,
D1, F1) échelle : 2 um. (G1, H1) Moyenne du nombre de cellules présentant des faisceaux de stéréocils
normaux, désorganisés, ou des cellules ciliées absentes a 15 jours (G1) et a 3 semaines (H). (A2-F2)
Exemples de stéréocils des cellules ciliées internes, issues du tour apical-médian de souris FTL1** (A,
B2), FTL1"LT (Cz, D2) et FTL1"HT (Ez, F2) agée de 15 jours (A2, Cy, E) et 3 semaines (B2, Dy, F2). (A2,
Co, E») échelle : 15um. (B2, D2, F2) échelle : 2 um. (G2, Hz) Moyenne du nombre de cellules ciliées
internes présentant des faisceaux de stéréocils normaux, désorganisés, ou des cellules ciliées internes
absentes a 15 jours (G2) ou 3 semaines (H.). (As-I3) Exemples de stéréocils des cellules ciliées externes,
issues du tour apical-médian de souris FTL1** (As, Bs), FTL1” LT (Cs, D3) et FTL1" HT (Es, F3) agée
de 15 jours (As, Cs, E3) et 3 semaines (Bs, D3, F3). (As, Cs, E3) échelle : 15um. (Bs, D3, F3) échelle : 2
pum. (Gs, Hs) Moyenne du nombre de cellules ciliées externes présentant des faisceaux de stéréocils

normaux, désorganisées, ou des cellules ciliées externes absentes a 15 jours (Gs) ou 3 semaines (Hs).

5.2.4 Nombre et dimension des rubans synaptiques

Au sein du laboratoire, un criblage en double hybride avait identifié une interaction entre
la chaine légere de la ferritine et le domaine B de RIBEYE, qui est le composant majeur du
ruban synaptique (Mahaman Bachir Dodo, Sahia. Identification de nouvelles protéines des
synapses a ruban. Montpellier : 2014. Université de Montpellier 1 : thése de doctorat, Biologie
Santé). En absence de la chaine légere de la ferritine, un défaut morphologique de la synapse
en ruban pouvait apparaitre. Pour tester cette hypothese, nous avons compté le nombre des
synapses a ruban en microscopie confocale et mesuré la taille des rubans en microscopie super-

résolutive STED (figure 5.9 et 4.10).

Le triple immuno-marquage des rubans synaptiques avec 1’anticorps anti-CtBP2, de la
densité post-synaptique a 1’aide de 1’anticorps dirigé contre Homer, et des cellules ciliées
internes avec I’anticorps anti-VGLUT3 a permis de compter le nombre de rubans synaptiques
et de synapses (la juxtaposition des éléments pré- et post-synaptiques par cellule ciliée interne
définissant la présence d’une synapse auditive) (figure 5.9A-F). Dans nos expériences, le
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nombre de rubans et de synapses n’est pas significativement différent entre les génotypes
(figure 5.9G et H). Ces résultats suggerent donc que 1’ablation génétique de FTL1 ne modifie
pas ni le nombre de rubans ni le nombre de synapses a rubans des cellules ciliées internes.
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Figure 5.9: Comptage des rubans et synapses a rubans des cellules ciliées internes. (A-F)
Immunomarquage des CCI (Vglut3, bleu), des rubans synaptiques (Ctbp2, vert) et post-synaptiques
(Homer1, rouge) chez des souris agées de 3 semaines a 1 mois provenant de souris FTL1** (A-B),
FTL1" LT (C-D) et FTL1” HT (E-F). Barre d'échelle dans (A, C, E) : 5 um, et dans (B, D, F) : 1 um. (G)
Moyenne du nombre de rubans par CCI. (H) Moyenne du nombre de synapses par CCl. Les symboles
(ronds) représentent la moyenne individuelle pour chaque échantillon.

A TI’aide de la microscopie super-résolutive STED, nous avons mesure la taille des
rubans synaptiques (figure 5.10A-C). Ces derniers ayant une forme ovoide, nous avons
représenté la longueur de 1’axe le plus long en fonction de la longueur de I’axe le plus court

correspondant pour chaque ruban (figure 5.10D). A partir de ces mesures, nous avons calculé
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la surface elliptique de chaque ruban et représenté 1’histogramme de distribution (figure 5.10E)
et la distribution cumulative (figure 5.10F) de la surface elliptique des rubans synaptiques des
CCI. Sur I’axe long et I’axe court, les rubans des souris FTL1" LT sont plus grands (axe long :
445,624 + 4,25 nm ; axe court : 321,541 + 2,41 nm) que ceux des souris FTL1*"* (axe long :
427,793 + 4,18 nm ; axe court : 294,132 + 1,98 nm) (figure 5.10D). En accord avec ce résultat,
I’histogramme de distribution et la distribution cumulative montrent un nombre plus élevé de
grands rubans synaptiques chez les souris FTL1" LT par rapport aux souris FTL1** (p<0,001)
(figure 5.10E, F). A I’inverse, les rubans des souris FTL17- HT sont plus petits que ceux des
souris FTL1*"* (axe long : 387,594 nm + 3,31 nm ; axe court : 287,268 nm + 1,65 nm) (figure
5.10D). Ici encore, la distribution de la surface elliptique des rubans montre un nombre plus
élevé de petits rubans chez les souris FTL17 HT (p<0,001) (figure 5.10E, F). Ces résultats
pourraient suggérer que I’ablation génétique de FTL1 entraine une variation des dimensions
des rubans synaptiques. Cependant, les variations dans la taille des rubans ne s’accordent pas
avec le génotype des souris. En effet, les rubans des souris FTL17 LT sont plus larges et les

rubans des souris FTL1" HT plus petits que ceux des souris sauvages.
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Figure 5.10 : Rubans synaptiques en microscopie super-résolutive. (A-C) Images STED des

rubans synaptiques (Ctbp2, vert) et de la densité post-synaptique (Homerl, rouge) des CCI de souris
FTL1** (A), FTL1” LT (B) et FTL1" HT (C) agées de 3 semaines a 1 mois. Barre d'échelle : 2 um. (D)

Axes longs représentés en fonction des axes courts correspondants des rubans synaptiques. n indique

le nombre de rubans examinés. (E) Histogramme de distribution de la surface elliptique des rubans

synaptiques. Les symboles * indiquent une différence significative (p<0,001), les tests statistiques

appliqués étaient un test de Kruskall-Wallis suivi d'un test post-hoc de Dunne. (F) Distribution cumulative

de la surface elliptique des rubans synaptiques.

92



5.3 Modulation de I'amplitude des courants calciques
par la ferritine

Nous avons ensuite testé la premiere étape de I’activité synaptique des CCI des souris
de la lignée FTL1™", a savoir la mesure des courants calciques a I’aide de la technique du patch-
clamp en configuration cellule-entiére (figure 5.11). En réponse a un saut de potentiel
dépolarisant, I’ouverture des canaux calciques et I’entrée de calcium se traduit par un courant
entrant qui s’inactive peu et dont la cinétique d’activation est de I’ordre de 300 microsecondes
au pic de la courbe intensité-potentiel (figure 5.11A, B). Chez les souris FTL1"*, I’amplitude
des courants calciques au pic est d’environ -100 pA (figure 5.11B). On observe une amplitude
similaire chez les souris FTL1" LT et FTL1" HT (figure 5.11D, E, G et H). Chez les souris
FTL1**, la distribution des courants calciques au pic suit une distribution gaussienne uni-
modale (figure 5.11C). A I’inverse, la distribution des courants calciques au pic chez les souris
FTL17 LT et FTL1” HT suit une distribution gaussienne bimodale (figure 5.11F, 1). Tandis
que le maximum du courant calcique se situe a -100 pA chez les souris FTL1*, on note une
population de cellules avec des courants calciques dont I’amplitude située aux environs de -110
pA est similaire aux CCI des souris FTL1** mais aussi une population de CCI dont le maximum
d’amplitude est proche de -60 pA chez les souris FTL1” LT et FTL1" HT (figure 5.11C, F et
). De plus, une fraction de cellules avec des courants anormalement élevés sont observés chez
les souris FTL17 HT (figure 5.111). En conclusion, ces résultats semblent montrer que
I’absence de la chaine l1égére de la ferritine entraine une variabilité dans I’amplitude du courant

calcigue a la premiére synapse auditive.
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Figure 5.11 : Modulation des courants calciques des CCI par FTL1. (A, D, G) Courants calciques
des CCI de souris FTL1+/+ (A, bleu), FTL1" LT (D, rouge) et FTL1" HT (G, violet) agées entre P15 a
P19. Les courants sont évoqués en réponse a un saut dépolarisant de -17 mV a partir d’'un potentiel de
maintien &-87 mV. (B, E, H) Courbe intensité-potentiel des courants calciques des CCl de souris FTL1**
(B, bleu), FTL1” LT (E, rouge) et FTL1" HT (H, violet) agées entre P15 a P19. (C, F, I) Histogramme

de distribution des courants calciques mesurés présenté en A, D et G respectivement.
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6 . DISCUSSION
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L’ensemble de nos résultats montre que I’ablation génétique de la chaine légére de la
ferritine entraine un déficit auditif uniquement dans une fraction des souris knock-out (24%).
La surdité observée chez ces animaux est associée a la perte d’activité des cellules ciliées
externes, requise pour I’amplification cochléaire et la sélectivité en fréquence. L’observation
anatomique montre une altération des cellules ciliées externes avec une fusion des stéréocils, et
des cellules ciliées externes manquantes. De plus, un contingent de cellules ciliées internes
présente une atteinte des stéréocils, similaire a celle observée chez les cellules ciliées externes.
Enfin, I’absence de la chaine légere de la ferritine entraine une modulation de I’amplitude des

courants calciques des cellules ciliées internes.

6.1 Atteinte des cellules ciliées chez les souris
homozygotes FTL17 HT.

La ferritine est une protéine ubiquitaire, hautement conservée (lancu, 1992; Richter,
1978) dont le réle principal est de réguler et maintenir le taux de fer libre et cellulaire a son
équilibre/maintenir 1’homéostasie du fer (Theil, 1987). La ferritine est composée d’un
assemblage de 24 sous-unités (480 kDa), formant une enveloppe de forme sphérique creuse,
dans laquelle vient se stocker les atomes de fer sous sa forme ferrique (Massover, 1993;
Muhoberac and Vidal, 2019). Chez les vertébreés, la ferritine est composée par deux chaines :
la chaine lourde (FTH) et la chaine lIégere (FTL1). Tandis que la chaine lourde est dotée d’une
activité enzymatique ferroxydase lui permettant de catalyser I’oxydation du fer ferreux (Fe?)
en fer ferrique (Fe**), la chaine légére est impliquée dans la stabilisation de la sphére et le
stockage du Fe**, correspondant a la forme non soluble du fer. Dans nos expériences, 1’élévation
des seuils auditifs était associée a la perte des produits de distorsions des émissions oto-

acoustiques chez les animaux FTL17 HT. Si la perte fonctionnelle des CCE peut étre a I’origine
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d’une élévation des seuils jusqu’a 60 dB elle ne peut expliquer a elle seule les surdités completes
observées chez certaines souris FTL17 HT (Liberman et al., 2002; Ryan and Dallos, 1975). De
plus, la perte des mécanismes actifs, c’est-a-dire de I’amplification cochléaire et la sélectivité
en fréquence, entraine une réduction de I’amplitude des PEA uniquement aux faibles intensités
de stimulation (Puel et al., 1989, 1990). A I’inverse, ’amplitude des PEA en réponse a de fortes
intensités de stimulation n’est pas affectée lors d’une altération des mécanismes actifs (Puel et
al., 1989, 1990). La diminution des PEA a 80 dB SPL chez les individus FTL1” HT indique
donc que la surdit¢ n’est pas uniquement due a la diminution d’activit¢ des CCE. La
désorganisation des stéréocils d’une fraction de CCI pourrait donc contribuer au déficit auditif.
Par exemple, I’altération des stéréocils uniquement dans les cellules ciliées internes entraine
une ¢lévation des seuils auditifs et une réduction drastique de I’amplitude des PEA aux fortes
intensités de stimulations (Joshi et al., 2021; Surel et al., 2016). Chez les souris FTL1" HT,
’atteinte des cellules ciliées avec la fusion des stéréocils s’oppose a ’intégrité préservée de la
strie vasculaire. Ce résultat est surprenant dans la mesure ou la strie vasculaire est richement
vascularisée et se caractérise par la présence de depdt de fer et de ferritine (Santos-Sacchi and
Marovitz, 1985). Les auteurs de ces observations ont émis 1’hypothése que la ferritine pouvait
séquestrer le fer des érythrocytes endommagees des capillaires sanguins et prévenir ainsi un
exces de radicaux libres (Santos-Sacchi and Marovitz, 1985). En effet, en raison de son activité
ferroxydase et du stockage du fer sous forme ferrique, la ferritine prévient la réaction de Fenton
au cours de laquelle les ions de fer ferreux sont oxydés par du peroxyde d’hydrogene entrainant
la formation de radicaux libres tels que des radicaux hydroxyles. Toutefois, nos résultats
semblent démontrer une altération morphologique de I’épithélium sensoriel de la cochlée, sans
affecter les autres structures cochléaires. Une différence dans la composition respective des
sous-unités lourde et Iégere de la ferritine entre les cellules ciliées et les autres structures comme

la strie vasculaire pourrait expliquer cette observation (Cairo et al., 1991). Si tel est le cas, la
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chaine légere serait plus abondante dans les cellules ciliées tandis que ce serait la chaine lourde
qui serait prédominante dans la strie vasculaire. Cette hypothese pourrait étre vérifiée en
mesurant ’expression des sous-unités de la ferritine en PCR quantitative dans les différentes
structures de la cochlée. Malgré 1’ultrastructure intacte de la strie, nous avons observé une
réduction du potentiel endocochléaire. Cette diminution ne peut pas s’expliquer par une
dégénérescence des cellules de la strie vasculaire (Gratton et al., 1996; Ito et al., 2014;
Ohlemiller, 2009; Schulte and Schmiedt, 1992; Trowe et al., 2011). Dés lors, 1’absence de la
ferritine pourrait entrainer une diminution de 1’activité des canaux ioniques des cellules de la
strie, comme le canal potassique Kir4.1 ou bien le canal chlore CIC (Hibino et al., 1997; Nin et
al., 2008; Rickheit et al., 2008). Une autre hypothése serait un defaut de recyclage du potassium
vers les cellules de la strie (Cazals et al., 2015; Minowa et al., 1999), pouvant étre en partie
causé par la fusion de stéréocils et I’effondrement des cellules ciliées externes. A 1’inverse, on
ne peut pas exclure un défaut de recyclage du potassium a proximité des cellules ciliees externes
entrainant une accumulation de potassium et conduisant a la dégénérescence des cellules
sensorielles auditives. Quel que soit le mécanisme, nos résultats indiquent que 1’altération des
deux types de cellules ciliées et la diminution du potentiel endocochléaire sont responsables du

déficit auditif chez les animaux homozygotes FTL17 HT.

6.2 La dégénérescence des cellules ciliees reflete-t-elle
une ferroptose cochléaire ?

Récemment, une nouvelle forme de mort cellulaire, la ferroptose, a été décrite (Dixon
and Stockwell, 2014; Dixon et al., 2012). La ferroptose semble distincte de 1’apoptose (absence
de condensation de la chromatine), de la nécrose (absence de gonflement d’organites et

préservation de la membrane plasmique) et de I’autophagie (absence de vésicules a double
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membrane) (Dixon et al., 2012). En revanche, la ferroptose se distingue par un arrondissement
de la cellule et par la présence de mitochondries plus petites, denses aux électrons, mais
présentant une activité normale. Ce type de mort cellulaire repose sur I’inhibition de
I’antiporteur Cystine/glutamate, entrainant une diminution de [’activité anti-oxydante du
glutathion, ce qui en présence de fer ferreux, favorise la production de radicaux libres et une
peroxydation lipidique. Dans les cellules cardiaques, 1’absence de la chaine lourde entraine une
perte cellulaire dont les caractéristiques sont similaires a la ferroptose (Fang Xuexian et al.,
2020). Chez les cellules ciliées des souris FTL1™ HT, la morphologie intacte des
mitochondries, de la membrane plasmique et ’absence de vacuoles a double membrane
pourraient exclure des mécanismes d’apoptose, de nécrose ou d’autophagie dans 1’étape
précoce de la perte auditive. Cependant, de futures expériences qui consistent a mesurer les
radicaux libres et la peroxydation lipidique sont nécessaires pour déterminer si la mort cellulaire
est de type ferroptotique. Si tel est le cas, I’application d’antioxydants pourraient prévenir la
mort cellulaire chez les souris FTL1" (Benkafadar et al., 2019; Wang and Puel, 2018; Wang et

al., 2007)).

Quel que soit le mécanisme a I’origine de la perte cellulaire, nos résultats soulignent
I’importance de la ferritine dans la survie des cellules ciliées. Cependant, la plupart des mutants
de la chaine légére de la ferritine sont a 1’origine de neuroferritinopathie qui se caractérisent par
des mouvements involontaires avec des troubles extrapyramidaux et une altération des
capacités cognitives (Cozzi et al., 2013; Curtis et al., 2001; Devos et al., 2009; Kubota et al.,
2009; Mancuso et al., 2005; Ni et al., 2016; Nishida et al., 2014; Ohta et al., 2008; Ory-Magne
et al., 2009; Storti et al., 2013; Vidal et al., 2004; Yoon et al., 2019) ou bien un syndrome des
jambes sans repos (Cozzi et al., 2013), mais n’ont pas été associées a une perte auditive chez

I’homme.
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6.3 Variabilite du phénotype chez les souris
homozygotes FTL17

La perte de la chaine légere de la ferritine entraine deux phénotypes remarquables chez
les souris FTL17, avec un phénotype similaire aux souris FTL1** et un autre dans lequel les
souris développent une surdité. L’origine de ces deux phénotypes pourrait étre intrinséque, par
exemple, due au sexe des animaux. Si tel était le cas, nous devrions observer une atteinte chez
environ 50 % des animaux. Or, le ratio observé, a savoir 76 % des souris avec une audition
normale contre 24 % de souris avec une élévation des seuils auditifs, ne soutient pas cette
hypothese. De plus, des atteintes auditives ont été observées aussi bien chez les femelles que
chez les males. Un autre facteur intrinséque pourrait étre 1’dge des animaux. Dans cette
hypothése, les animaux développeraient une surdité avec le vieillissement. Cependant les
animaux FTL17 LT agés de 5 mois ne développaient pas de perte auditive. Enfin, une
compensation par la chaine lourde de la ferritine pourrait expliquer 1’absence de phénotype chez
les souris FTL1” LT (Ferreira et al., 2000; Li et al., 2015). Cette hypothése repose sur un
raisonnement circulaire dans la mesure ou elle présuppose une compensation partielle. Une
origine environnementale peut-elle alors expliquer les deux phénotypes chez les souris
homozygotes knock-out ? Chez les souris dont le géne qui code pour la FTH a été invalide, un
régime alimentaire riche en fer exacerbe 1’atteinte cardiaque (Fang Xuexian et al., 2020). Ici,
des expériences complémentaires consistant a nourrir les souris avec un régime supplémenté en
fer permettront de savoir si une variabilité dans I’accumulation en fer est responsable des deux
phénotypes. Enfin, une hypothése pouvant expliquer I’apparition des deux phénotypes serait
une susceptibilité au bruit environnant (Kujawa and Liberman, 2009). En effet, certaines souris
plus exposées au bruit pourraient développer une atteinte auditive (Defourny et al., 2019;

Delmaghani et al., 2015; Hakuba et al., 2000). Il a été noté que I’exposition des souris
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hétérozygotes pour la chaine lourde de la ferritine (FTH*") & des stress lumineux provogue une
dégénération de la rétine (Picard et al., 2011). Si tel est cas, les souris FTL1" LT devrait étre

plus vulnérables au traumatisme sonore par rapport aux souris sauvages.

6.4 FTL1, une protéine a proximité des rubans ?

La principale motivation de ce travail de theése reposait sur le résultat d’un crible en
double-hybride identifiant la chaine légére de la ferritine interagissant avec le domaine B
terminal de RIBEYE, le principal composant des rubans synaptiques. Toute atteinte spécifique
des synapses des CCI provoque une neuropathie auditive, qui se caracterise par des
otoemissions acoustiques préservées et une diminution ou une desynchronisation des potentiels
auditifs évoques (Moser and Starr, 2016). Nos résultats montrant une altération dans les deux
types des cellules ciliées avec une fusion du faisceau de stéréocils ne permettent pas de soutenir
un réle spécifique de la ferritine a la synapse des CCI. De plus, le nombre des synapses a rubans
n’est pas modifié par 1’absence de FTL1 et la diminution de la taille des rubans, de I’ordre de
40 nm, pourrait refléeter un mecanisme de dommage générale de la cellule chez la souris FTL1
" HT. Le domaine B de RIBEYE étant similaire au facteur de transcription CtBP2 (Schmitz et
al., 2000), les résultats du double-hybride pourraient refléter les interactions au sein de la
machinerie transcriptionnelle. En accord avec cette hypothése, une translocation de la ferritine
dans le noyau d’hépatocytes lors de surcharge en fer, ou bien de cellules de I’épithélium de
cornée et neuronales en conditions physiologiques a bien été observée (Alkhateeb and Connor,
2010; Cai et al., 1997; Cheepsunthorn et al., 1998; Smith et al., 1990). Cependant, seule la
chaine lourde a été detectée dans le noyau et non la chaine légére (Thompson et al., 2002). Des
expériences complémentaires, a savoir de co-immunoprécipitation ou bien d’histo-
immunocytochimie, sont donc nécessaires pour valider ou infirmer les données obtenues en

double-hybride.
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Chez les souris FTL1*", la distribution de ’amplitude des courants calciques est
homogeéne. A I’inverse, les cellules ciliées internes des souris FTL1" se caractérisent par des
courants de faible amplitude et des courants similaires a ceux des cellules ciliées de souris
FTL1**. La diminution des courants calciques pourrait étre due a une augmentation de radicaux
libres dans les souris homozygotes FTL1". Cette hypothése est en accord avec la réduction des
courants calciques de type L par 1’oxydation sur les résidus cystéines (Chiamvimonvat et al.,
1995). Si la modulation des courants calciques est due a des radicaux libres, 1’application
d’antioxydants chez les souris FTL17" pourrait prévenir la réduction des courants calciques.

De plus, nous avons mesuré des courants plus amples dans quelques cellules de souris
FTL1” HT. Ici encore, cet effet pourrait étre di & une action des radicaux libres, en accord avec
un effet potentialisateur du peroxyde d’hydrogéne sur les courants calciques natifs ou exprimées
dans des systemes hétérologues (Akaishi et al., 2004; Li et al., 1998). Ainsi, le stress oxydatif
provoqué par 1’absence de ferritine pourrait avoir deux effets opposés, a savoir une diminution
et/ou une augmentation de 1’amplitude des courants calciques. Ces variations du courant
calcique pourraient refléter deux états consécutifs des canaux ou bien dépendre de la
concentration ou de la durée d’exposition aux radicaux libres. La mesure des courants calciques
des cellules ciliées internes en présence d’agents oxydants, a différentes concentrations,
permettra de valider cette hypothése.

L’ensemble de ces résultats ne soutient pas le modeéle dans lequel la fonction de la
ferritine aurait été recyclée pour participer a ’ultrastructure des synapses a ruban. En revanche,
ces travaux suggerent que la ferritine pourrait prévenir un exces de radicaux libres dans la
cochlée, et probablement dans les cellules ciliées. L’interaction de la ferritine avec RIBEYE
pourrait refléter une protection locale, voire privilégiée des canaux calciques de la synapse a

rubans contre la formation de radicaux libres et la peroxydation lipidique.
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Résumé

Roéle de la chaine légere de la ferritine dans le codage sonore

La cochlée est 'organe de l'audition. Elle contient deux grands types de cellules sensorielles
auditives, les cellules ciliées externes (CCE) qui amplifient les ondes sonores et sont responsables de
la sélectivité en fréquence ; et les cellules ciliées internes (CCI) qui activent les fibres du nerf auditif a
partir de la libération de leur neuromédiateur, le glutamate, a la fente synaptique. Pour assurer leurs
réles respectifs, les cellules ciliées sont coiffées par un faisceau de stéréocils qui détecte 'onde sonore.
Les mécanismes nécessaires au maintien de l'activité des cellules ciliées restent en grande partie
indéterminés. Ici, nous avons étudié le role de la ferritine, connue pour stocker le fer intracellulaire et
prévenir ainsi la formation de radicaux hydroxyles, dans le codage de I'information sonore. Pour cela,
nous avons examiné le phénotype des souris dont le géne codant la chaine légere de la ferritine (FTL1)
a été invalidé par recombinaison homologue. La mesure des potentiels évoqués auditifs montre des
seuils auditifs similaires chez les souris de type sauvage et hétérozygote. En revanche, chez la souris
homozygote knock-out, 20 % de la population présente une élévation des seuils auditifs, associée a
une diminution des produits de distorsions des émissions oto-acoustiques, reflétant une baisse d’activité
des CCE. En accord avec ces données fonctionnelles, 'observation morphologique des cochlées en
microscopie électronique montre une dégénérescence des CCE et une altération des stéréocils des
CCI. Bien que la perte de FTL1 n'ait pas modifié le nombre et la taille des rubans synaptiques des
cellules ciliées, les mesures effectuées en patch-clamp montrent une plus grande proportion de CCI
avec un courant calcique altéré chez les souris FTL1". Ces résultats suggérent que le maintien des
cellules ciliées est tributaire de la ferritine. Cette derniére pourrait jouer un réle dans la protection des
cellules ciliées contre la formation de radicaux libres.

Mots clés : cochlée ; cellule ciliée ; ferritine ; surdité

Abstract

Role of the ferritin light chain in the sound coding

Hearing relies on two major kind of sensory auditory hair cells in the cochlea: the outer hair cells
(OHCs), which amplify sound stimulation, and the inner hair cells (IHCs), which transduce sound
stimulation into release of neurotransmitter. Thus, cochlear activity sets high demands on the cellular
metabolism. Ferritin, which belongs to the iron-binding protein family, stores the intracellular iron, require
for several metabolic processes. Here, we probed the role of ferritin in the cochlea by phenotyping the
ferritin light-chain subunit knock-out mouse. Wild-type and heterozygous mice showed similar ABR and
auditory thresholds. In contrast, in the FTL1 knock-out mouse, we found-out a threshold shift in 20% of
the homozygous mice associated with the loss of the distortion product of otoacoustic emissions,
reflecting the OHC'’s activity. Consistently, light and electron microscopy show a massive degeneration
of the OHCs. In addition, we found-out splayed hair bundle in IHCs in the fraction of FTL1"- with threshold
shift. Although the loss of FTL1 did not change the number and size of the hair cell synaptic ribbons, we
found-out a larger proportion of hair cells with altered calcium current in the FTL1”- mice. We propose
that ferritin may protect to some extent the hair cells and notably the ribbon synapse against iron-induced
hydroxy! radicals.

Key words: cochlea; hair cells; ferritin; deafness
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