N

N

Diabete et audition: décryptage des conséquences
fonctionnelles et histologiques sur modeéles murins

Guillaume Sabourin

» To cite this version:

Guillaume Sabourin. Diabete et audition: décryptage des conséquences fonctionnelles et histologiques
sur modeles murins. Neurosciences [q-bio.NC]. Université Clermont Auvergne, 2024. Frangais. NNT:
2024UCFA0009 . tel-04739225

HAL Id: tel-04739225
https://theses.hal.science/tel-04739225v1

Submitted on 16 Oct 2024

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-04739225v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE, )
®| | SANTE, AGRONOMIE, ENVIRONNEMENT )
d Université Clermont Auvergne

NEURO-DOL

These

Présentée a I’Université Clermont Auvergne
pour I’obtention du grade de Docteur d’Université (Décret du 5 juillet 1984)

Spécialité : Neurosciences

soutenue le 19 janvier 2024

Guillaume Sabourin

Diabete et Audition :

Décryptage des consequences fonctionnelles et
histologiques sur modeles murins

Président du jury : Pr. Laurent MOREL (UCA, Clermont-Ferrand)

Membres du jury : Dr. Raphaelle CASSEL (INSERM 1118, Strasbourg)
Dr. Sedighehn DELMAGHANI (Institut Pasteur, Paris)

Rapporteurs : Dr. Steeve BOURANE (UMR DéTROI, La Réunion)

Pr. Naima DEGGOUJ (UCLouvain, Belgique)

Dr. Benjamin DELPRAT (MMDN, Montpellier)
Directeur de thése : Pr. Denis ARDID (UCA, Clermont-Ferrand)
Co-directeur de thése : Dr. Fabrice GIRAUDET (UCA, Clermont-Ferrand)
Directeur du laboratoire : Pr. Radhouane DALLEL (UCA, Clermont-Ferrand)

UMR INSERM 1107 NEURO-DOL, Université Clermont Auvergne, Clermont-Ferrand






Remerciements

Aux membres du jury,

A Monsieur le Professeur Denis ARDID, merci d’avoir accepté de m’encadrer et de

m’avoir accueilli au sein du laboratoire NeuroDol.

A Monsieur le Docteur Fabrice GIRAUDET, merci de m’avoir fait confiance et de
m’avoir encadré dans la réalisation de ce projet de these malgré les dernieres difficultés
rencontrées. Je te remercie également pour ta disponibilité, pour ton écoute et pour tes conseils

techniques et théoriques précieux.

A Monsieur le Docteur Steeve BOURANE, merci d’avoir accepté d’évaluer mon travail et

d’étre rapporteur de ma these.

A Madame la Professeure Naima DEGGOUJ, merci d’avoir acceptée d’évaluer mon travail

et d’étre rapportrice de ma these.

A Monsieur le Docteur Benjamin DELPRAT, merci d’avoir accepté d’évaluer mon travail et

d’étre rapporteur de ma these.

A Madame le Docteur Raphaélle CASSEL, merci d’avoir acceptée d’étre membre du jury de
ma thése.

A Madame le Docteur Sedigheh DELMAGHANI, je vous remercie d’avoir acceptée de faire
partie des membres du jury.

A Monsieur le Professeur Jean Marc EDELINE et a Monsieur le Professeur lIgor
TAUVERON, merci d’avoir accepté de juger et critiquer mes travaux de thése en tant que

membres de mes comités de these.

Aux financeurs,
Je remercie le groupe ENTENDRE d’avoir accepté de financer mes 3 années de theses.
A I’équipe du laboratoire de biophysique neurosensorielle,

A Monsieur le Professeur Paul AVAN, merci de m’avoir accueilli au sein de votre laboratoire

et de m’avoir fait partager vos connaissances et votre expérience.



A Madame Laurence CHAUVET, un grand merci pour ton soutien a toute épreuve, pour ton
aide logistique et administrative, et pour toutes nos discussions animées durant ces 4 années

passées au laboratoire. Allez I’'OM !

A Thamara, Ludivine et Pierrick, merci pour votre soutien tout au long de cette these et de
tous ces bons moments passés avec vous, d’avoir partagé ce fameux weekend a la neige post-
Covid.

A Marine, je ne pourrai jamais assez te remercier pour tous les moments passes avec toi, bons
ou moins bons, et d’avoir toujours été la méme dans les moments les plus compliqués durant
ces 2 années passees a tes cotés. Tu as été un roc. Mille mercis et je te donne force et courage

pour la suite de ta these.

A mes parents, a mes grands-parents, merci pour votre soutien sans faille pour tous les choix

que j’ai pu faire et votre dévouement de chaque instant.

A mes sceurs Aurore et Angélique, merci d’avoir été toujours présentes et de m’avoir soutenu

a chaque instant, de m’avoir donné le courage d’accomplir cette thése.
A toute ma famille, merci d’étre 1a pour moi depuis toujours.

A mes amis du Doct’Auvergne : Pauline, Jeanne, Clément, Seb, Léa, Coline, Guerric, Fred
et tous les membres que je ne peux pas tous vous citer. Un immense merci pour tous les

moments de décompression, de rigolade, de soutien. Sans vous, je ne serais pas allé tres loin..



Table des matieres

Partie 1 1 Le diabBLe . ettt sttt et b e sheesaeenae 12
N [ ) o Yo [¥ Lot T o OSSO P PRSP PRTPRPOPROPON 12
1.1 Chez "NUMI@IN ..ttt ettt e e st e e st e st e e snteesabeeenanes 12
1.1.1. (D<) T TH 4o o H PO PP PO VPROPRO 12
1.1.2. Ty P 2 e 13
1.1.2.10 DAFINITION ettt 13
O O R - | To =] o [ < USSR 13
O T - T U e [ o 1Yo UL PP 14
1,124, TraitemMENt. e ettt e s e s e e e areeas 15
1.1.3. TV L 15
11301 DAFINITION ceeeieeeeee ettt ettt sttt sttt b e s et an 15
O O A oY d oV <= YTy PSPPSR 16
O O R = T U e [ o 1o UL PP 16
1.1.3.2.  TraiteMENT . s e s e s e e s e 17
1.1.4. Un troisieme type de diabete : le diabéte gestationnel..........cccceeevveeieciieeeiccnennn. 18
1.1.5. Complications liées au diabéte coNNUES .........ccoccieiiiciiii e 18
1.1.5.1.  Macroangiopathis......cccccueiiiiciiii ettt e sae e e 19
1.1.5.2.  Microangiopathi€s CONNUES ........ccccciiiiiiiiiieeeiiiee ettt e errre e e e sree e e e easaeas 20
O T A I (=T U o] o - 1 1 =SSP 20
1.1.5.2.2.  NEPNIoPathi@s.......uoiii ittt e e bre e e e abae e e e nraeas 22
1.1.5.2.3.  RAELINOPATNIES weeeeeeeieeeeee et e et e e e tae e e e nreeas 22
1.2 Chez PPanimal oo e e 23
1.2.1. Voo [T Tl [ =] o 1= o [PPSR 23
1.2.1.1. Modeéles de Diabete de tYPE 2 ...cceoeeeiie ettt 24
1.2.1.2. Modeéles de Diabete de tYPe 1 ...cccouuiiiiiiiiee et 25
1.2.1.2.1. Modele spontané auto-iMMUN ........ccccciieeeeiiieeeeceee et eeerre e e eeareeeea 25
1.2.1.2.2. Modele induit gEnétiqUEMENT ........eviieciiieeceee e 26
1.2.1.2.3. Modele induit chimiguUemMEeNTt.......cc.ceeiviiieiiiiee e sree e 26
1.2.0.2.4.  AULIreS MOUEIES ..ottt ettt ettt sae e st s 28
1.2.1.2.5. Modele neuropathique diabétiqUe.........cccoeuiiiieiiiieiecee e e, 28
Etude n°1 - Induction d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur des modeles murins.......... 30
) S ¢ TU LY o N ol o Yol =T o | SR PPPROt 30
II) Méthodes : Protocole expérimental d'indUCtion ...........cccueeeiiiiiiieciie e 31
1)) Protocole n°1 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche de souris C57BI/6lr)
32



A) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris C57BI/6Jr)

33
B) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6lr)
37
C) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris C57BI/6Jr)
40
V) Protocole n°2 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche de souris C57BI/6Nr)
44
A) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris C57BI/6Nr)
45
B) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6Nr]
49
V) Protocole n°3 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche de souris CBA/Jr)..... 52

A) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris CBA/Jr).. 53
B) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris CBA/Jr).. 57
C) Evaluation de I'administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.. 60

DiscusSiON — Partie 1 DIabete ....coouvii ittt et e e 64
) NV =10} o o] o Lo LSS PRPOt 64
A) Pourquoi le choix du terme « syndrome métabolique hyperglycémique » (SMH) a la place
0 € AIADETE M ittt ettt e st e st e et e e s be e e sabeesabeesbaeesabaeeane 64
B) Pourquoile choix du modele MUIIN ......cc.eocciiiiiiee et esaae e e ree e 65
C) ChoiX d’anNiMaUX & JEUNES M.eeeeeecureeeieiieeeeeitieeeeeitteeeeeitteeeseissseaesasseeessassasesaassesessassssessssssesannes 66
(D) I g Yo YD qe [N = T 1SS 67

[I) Discussion étude 1 Induction d’Un SMH...........cooiiiiiiieiie et 68
a) Hyperglycémie liée a I'iNJection de STZ......ccuiieeeiicieecee ettt eee et e e sare e 68
b) Perte de poids corporel liée a I'injection de STZ........ccueeecieeiieeciie et 70
c) Perte de la conduction nerveuse caudale liée au statut diabétique.........ccceeeecvveeeeciieennns 71
d) Autres parametres de caractérisation du SMH non étudiés...........ccoeeeeeciiieecciiiiee e, 74
A)  MaArQUEUIS SANGUINS ..uviiiiiiiiieeeiireeeeiireeeestreeesstaeeeesssreeeesssseeesssaeesasssaeeesssseesessssenessnsenes 74
b)  Troubles COMPOrtEMENTAUX.......ceiiiciiieeciiee e e e e stre e e e saae e e e sabreeesrnsaeeeens 75

TR N | T o 1V o1 PSSR 75

l. HYPEIAIGESIE ...t e et e e et e e e et e e e e aba e e e e e aae e e e nraeas 76

fi.  TroOUDIE MOTEUI .ot s et esne e e sanee s 76

€)  CONCIUSION ceeeeeeee ettt ettt eeee et e e e eeeseaba b e e e e e e eeeessabaaaeeeeeesesassbabaseseeseessssrrseseseeenanns 77
f)  Réflexions éthiques et le bien-étre animal des animaux recevant de la STZ.........cccceeenneee. 79
8)  PerspeCtives — ELUAE 1 ...oooneeiiiieeeeiee ettt e ettt e e ettt e e et e e e e ata e e e e ntaee e e anreeaean 82
a) Hyperglycémie @ bas bruit —tYPE 2......eei oot e 82

D) TYPE 2 ChEZ 185 JEUNES ...ttt ettt e ettt e et e e e bae e e e aae e e e atreeesennneeaeas 82



c) Utilisation d’autres techniques pour confirmer I'hypothése .........ccoccvveiiiieeieiiee e, 82

Partie 2 : L’audition : nouvelle complication du diab@te .......cccovvviiieiiiiiiiiii e, 84
P 141 i o To [V o1 {[o ] o S TPV PPV PP UOTRTOUSRUPRRINE 84
2.1 ChezZ PRUMAIN (it b e st st st e b e be e sbee st e enneeneees 84

2.1.1. AUdItion : BENETAlILES .....vviee e e e e ae e e e eanes 84
2.1.1.1. Anatomie/Physiologie COChIaire.........cccvevieiieiieiiecie et 84
2.1.1.2. Physiologie et Atteinte VasCUIAIre .......ccueeiieciiei it e e 86
2.1.1.3. Physiologie et Neuropathie auditive .......cccoecvieeiiciiei e 87

2.1.2. Pathologies syndromiques associant diabéte et perte de I'audition........................ 90

2.1.2.1. Ataxie de FriedreiCh... ..ot 91

2.1.2.2. Syndrome de WOoIfram ......cooiiiiieee ettt 92

2.1.2.3. SYNAromMe d’AlISErOM ..ccceiiieieieee et e e e e e e s tbee e e e nbee e e enreeas 93

2.1.1.4. Maladie d’Alzheimer (ou diabéte de « type 3 »).ccceevcieecieeeceeeceece e 93

2.2, Chez IaNimal ettt et s b e b nes 94

2.2.1. Quel lien avec I'audition 2 ..o e 94

2.2.2. Etudes précliniques sur les pathologies associant diabéte et perte auditive............ 94

2.2.2.3. Atteinte auditive d’origine vasculaire (strie vasculaire, CCE).........ccceevvvercrveennnnn. 95

2.2.2.4. Atteinte neurale (CCl, fibres nerveuses, voie centrale)........ccccceeeeciieeeeciieeeenneen. 96

T 0 oY= Tot ] il =l = TR o 1T < T U SRT 98
3.1, Contexte de MON Lravail ..ot 98

Etude n°2 de I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive

périphérique sur des MOAEIES MUIINS .......ccciiiiiiiiciee ettt e ectre e e e e ebre e e e ebeeeeeebteeaeeanes 100
) o o] ool o] [=3N s it PR 100
Etude de I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive
périphérique chez des souris de SOUChE CS57BI/BII) ....ocvieirieirieiiecie ettt erte et e st e e 100

A) Etude des Produits de distorsion aCOUSTIQUE ........uueieeiiiieeeiiiee et et ree e e 102

Seuils aUAITIfS ACOUSTIQUES ...uuiiiieiiieeecciieee ettt ettt e et e e e et e e e e etre e e e ebteeeeebseeeeesreeaeeanes 102

B) Etudes des Potentiels évoqués auditifs PréCoCes .......ccoovieieciiiececiiee e 104

a) Seuils auditifs électrophysiolOIQUES ......ccvveeiiiiieicceee e 104

b) Comparaison seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques.........ccccceeecvveeennnnenn. 106

c) Latences des ondes |, I €LV ..ot 108

C) Analyse histologique de COChIEE .........ueii et 114

) I o o] o Tolo ] (=3 s St TR 117
Etude de I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive

périphérique chez des souris de SOUCE CBA/IIS .....uuiieueieceeeeee ettt e 117

A) Etude des Produits de distorsion aCoUSTIQUES .........eeeeeuieieeiiiieee ettt e 119

Seuils aUAItifS ACOUSTIQUES ...uuviiiiiiiii ettt et e e e ebre e e e ebae e e s ebeeeessabreeaeeanes 119



B) Etudes des Potentiels évoqués auditifs précoces .......cccocvuviiieciieeicciiee e e 121

a) Seuils auditifs électrophysiolOZIQUES ........ceecuiieiiiieiieecee e 121

b) Comparaison seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques..........ccccceevveercreens 123

C)  Latences deS ONAES |, I €LV ... e e eraareee e 124

C) Analyse histologique de COChIEE ........uuviiieiiieee e 130
Etude n°3 - I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive centrale

SUF dES MOTEIES MUFINS ..ottt et ettt e st e bt e e st e e sbe e sseeesabeeesnseesareesnenesareennne 133

PrOtOCOIE MLttt ettt h e sttt e e bt e bt e s bt e sae e e et e bt e b e e saeesaeesane e bt e beennes 134
Etude de I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive centrale

chez des souris de SOUCNE CS57BI/BIIT vttt ettt ettt e e rae e et e eanas 134

PrOtOCOIE NP2 ... ettt et e st e st e e s bt e e bt e e s ab e e s bt e e sabeesabeeeaateesbaeenareenn 136
Etude de I'impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive centrale

Chez des SOUNIS A SOUCNE CBA/IIS ittt e et ettt e s e e e eaeeeeeesssssssbeeeeesssssesneees 136

DiISCUSSION PATTI€ 2....eiiiiiiiie ittt ettt e s sttt e e sttt e e s nte e e e snrr e e e snreeeesnnaeeesannneeenas 138

Etudes 2 et 3 Etude de I'impact d’'un SMH sur la fonction auditive.........ccccceeeeveciiieeeeieeeiciieee. 138

1) SOUCNE CE7BI/BIIS ettt et et e e et e et e e te e e e be e ebeeeeabeeeteeeenreean 138

F N I N (=11 Y Y £ T ol U] - 11 TR 138

B)  ATLEINTE NEUIAIE oottt e et e e e e tae e sbee e taeesabaesseeesaraeenns 139

) SOUCNE CBA/IIS ettt ettt ettt et be b b e 141

(00T o Tol [V ol g = 0=T o =T =1 [T USRI 169

23] o] Lo = =T o] o 11U SRR 171



Table des figures

FIGURE 1 : DEFINITIONS DE DIABETES DE TYPE 1 ET 2. CREATED WITH BIORENDER.COM .........c......... 17
FIGURE 2 : SCHEMA DES DIFFERENTES COMPLICATIONS DIABETIQUES COMMUNES. CREATED WITH
BIORENDER.COM......uttiiitiiiiiee ittt stte e e sttt ette e s ete e e stbe e s ebeeeateeesabaeesabeeasbeeabeeesabeeesareesabeesbeeesabeeeaseeennes 19
FIGURE 3: PATHOGENESE DE LA NEUROPATHIE DIABETIQUE. D’APRES FELDMAN ET AL., 2019.
CREATED WITH BIORENDER.COM ....cviiitiiitiiiie ettt sttt sttt s sbassbassrtssstessrassrassrassntesnnas 21
FIGURE 4 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 150 MG/KG SUR DES
SOURIS CETBLIBIRI.....ee it ce ettt ette ettt e bt e et e e e te e st e e st e e e be e e ebaeesabeeesbseesabeeesbeeesabeeereeans 35
FIGURE 5 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS COTBLIBIRI....oeciviiitie ittt ettt sttt sbe e sbe et e et e e be e sbe e sbe e s ab e s abeeabeebeeabeesbeeeabeesbeesbee e 39
FIGURE 6 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 125 MG/KG SUR DES
SOURIS CE7BLIBIRI. ...ttt ettt ettt ettt ettt e e e s te e sbe e s b e st e st e e beebeesbassbeeenteenreesre e e 42
FIGURE 7 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 150 MG/KG SUR DES
SOURIS CETBLIBNRU.....cciviiiitiic ettt ettt s et e e st e e st e e e be e e et e e sabeeesbteesabeessbeeesabesereeans 47
FIGURE 8 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS CETBLIBNRU......civiiiitie ettt ettt s bttt e e e e e b e e st e e e be e e ebe e e sabeeesbteesabesesbeeesabesebeeans 50
FIGURE 9 EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 150 MG/KG SUR DES SOURIS
(0127 AV = TSR 55
FIGURE 10 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
O LU T ISy 01 =Y Y A | N O 59
FIGURE 11 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 125 MG/KG SUR DES
SOURIS CBAVIR. ..ottt ettt e e s e e ettt s b e e s e s e be e e ebe e e sabe e e sbteesabeesbeeesabesenreeans 61
FIGURE 12 : REPRESENTATION DU SCORE DE L’EVALUATION DE L’ETAT CORPOREL SUR LA DUREE DES
EXPERIMENTATIONS POUR LES SOUCHES C57BL/6JRJ (A) ET CBA/JRI (B) ..ocvvvvvviiiiiiieie 81
FIGURE 13 : SCHEMA D’UNE COCHLEE. D’APRES SAROUL ET AL., 2015. CREATED WITH
BIORENDER.COM .....utiiitiiitiiitie ettt ettt e ste e st e stts st e s beeebeeebeestesstesaseeenteesaeesbessbessasesneesnbeanteesbeesrenasenas 85
FIGURE 14 : COUPE CORONAIRE SCHEMATIQUE D’UNE COCHLEE REPRESENTANT LES DIFFERENTES
STRUCTURES DE L’ORGANE DE CORTI. D’APRES WONG ET RYAN, 2015. ....ccvieieiiicerceeeeer, 85
FIGURE 15 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'INNERVATION AFFERENTE DES CELLULES CILIEES.
D'APRES KUJAWA ET LIBERMAN, 2015 .....ooiiitiiiiiii ittt st et e sttt st et e s enae e 88
FIGURE 16 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS CHTBLIBIRI. . .veeeietiiectie ettt ettt et e e et e e st e s e be s et e e s abe s e sbaeesbbe e sbaeesabeesnrens 101
FIGURE 17 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS C57BL/6JRJ SUR LES PRODUITS DE DISTORSION ACOUSTIQUES. ....ccvvieveiereereeereeeveeerneas 103
FIGURE 18 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS C57BL/6JRJ SUR LES POTENTIELS EVOQUES AUDITIFS PRECOCES. ......ccvieveeiteeereeireesrnnns 105

FIGURE 19 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS C57BL/6JRJ SUR LES POTENTIELS EVOQUES AUDITIFS PRECOCES ET LES PRODUITS DE
DISTORSION ACOUSTIQUES ......utiiee i ittt e s sttt e e e sttt e e e stta e e e s stta e e e e stbae e e s sata e e e e ante e e e asstaeaeasntaeaeanntaeeeanees 107

FIGURE 20 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE | SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE
DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BIRJ.......ccoviiiiieiiieitie ettt 109

FIGURE 21 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE |11 SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A
UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BJIRJ. .....coveiiiieectie ettt 111

FIGURE 22 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE V SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE
DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BIR.......ccveiitieiiiee ettt 113

FIGURE 23 : COUPE HISTOLOGIQUE D’ORGANE DE CORTI SUITE A L’ADMINISTRATION DE LASTZ A
UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BJRJ. ...ccuveviiiiiicicie e 114

FIGURE 24 : DETERMINATION DE LA DENSITE DES GANGLIONS SPIRAUX SUITE A L’ADMINISTRATION
DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BJRJ........ccovevvveiriiirieiieeieeena, 115


https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349779
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349779
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349781
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349781
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349782
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349782
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349783
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349783
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349791
https://d.docs.live.net/cc8e9ce92dde48d0/Manuscrit/final%20manuscrit%20-%20Copie.docx#_Toc164349791

FIGURE 25 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS CBAVIR. ..ottt ettt ettt et s b e e st e e e be e st e e sabe e e sbeeesbeeesnbeeesabeennrens 118
FIGURE 26 : EVALUATION DE L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS CBA/JRJ SUR LES PRODUITS DE DISTORSION ACOUSTIQUES.......ccciiveeeirieeitreeireeesiree e 120
FIGURE 27 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS CBA/JRJ SUR LES POTENTIELS EVOQUES AUDITIFS PRECOCES. ....cocvviiivieeitiee st 122
FIGURE 28 : EVALUATION DE L’ ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES
SOURIS C57BL/6JRJ SUR LES POTENTIELS EVOQUES AUDITIFS PRECOCES ET LES PRODUITS DE

DISTORSION ACOUSTIQUES. ...veiiveiiteeiteesteesstessteestesstesstesssessstssstssstesssasssessatessbesbesstesssesssessssesssesns 123
FIGURE 29 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE | SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE
DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBAJIRJ. ..ottt ettt 125
FIGURE 30 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE Il SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A
UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBAJIRJ. ....ccveiiieiiice ettt 127
FIGURE 31 : EVALUATION DE LA LATENCE DE L’ONDE V SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A UNE
DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBAVIRJ......oooitiiiiiice ettt ettt ere e 129
FIGURE 32 : COUPE HISTOLOGIQUE D’ORGANE DE CORTI SUITE A L’ADMINISTRATION DE LA STZ A
UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBAV/IRI. ....cocviiiitiiictie ettt 130
FIGURE 33 : DETERMINATION DE LA DENSITE DES GANGLIONS SPIRAUX SUITE A L’ADMINISTRATION
DE LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBA/JRI........coovvietieciecii e, 131
FIGURE 34 : EVALUATION DE LA CONDUCTION CENTRALE AUDITIVE SUITE A L’ADMINISTRATION DE
LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS C57BL/BJIRJ. .......cocvecreecriiiriiiriecieecve e, 135
FIGURE 35 : EVALUATION DE LA CONDUCTION CENTRALE AUDITIVE SUITE A L’ ADMINISTRATION DE
LA STZ A UNE DOSE DE 200 MG/KG SUR DES SOURIS CBA/IRJ. .....cccvviiiiieecticce e 137
FIGURE 36 : DESCRIPTION DU SCORE DE L'ETAT CORPOREL OU BODY CONDITION SCORE (BCS) DES
ANIMAUX. TRADUIT D’APRES ULLMAN-CULLERE ET FOLTZ, 1999 ......coviiviiiiiiciecee e 152
FIGURE 37 : REPRESENTATION DU TAUX DE SURVIE SUR LA DUREE DES EXPERIMENTATIONS POUR LES
SOUCHES C57BL/6JRJ (A), C57BL/6NRJ (B) ET CBA/IRI (C) ..vvvviiiiiiiiieieieieeies e 154

FIGURE 38 : EXEMPLE D’UN ENREGISTREMENT DE VCN CHEZ UNE SOURIS CONTROLE CBA/JRJ
(LOGICIEL D’ENREGISTREMENT ET D’ ANALYSE EXAMINATION MANAGER). EN ABSCISSE, UNE
DIVISION REPRESENTE 1 MILLISECONDES. EN ORDONNEE, CHAQUE DIVISION REPRESENTE 5
MICROVOLTS. DE HAUT EN BAS : ENREGISTREMENTS A UNE STIMULATION ELECTRIQUEDE O ;
0,1;0,2;0,5ET 1 MA. L’ONDE VISIBLE DES LA STIMULATION (0 MS) REPRESENTE UN ARTEFACT

DE STIMULATION. ©1eittiitititteiteeeteesteesteesteesstessbeesseestesasesasesasseessesssessssssssesnseanrestesssesasesasesersessseens 156
FIGURE 39 : EXEMPLE DU DISPOSITIF EXPERIMENTAL D’UN ENREGISTREMENT DE PRODUITS DE
DISTORSION DES OTOEMISSIONS ACOUSTIQUES (ECHODIA, FRANCE)......cccoviveieiiriiesiesieeeeseeees 159
FIGURE 40 : EXEMPLE D’UN ENREGISTREMENT DE PDA A 16 KHZ CHEZ UNE SOURIS CONTROLE
C57BL/6JRJ (OTOPHYLAB, ECHODIA, FRANCE). ....civvitieiesieeeeteste et sre st se et s 160
FIGURE 41 : EXEMPLE DU DISPOSITIF EXPERIMENTAL D’UN ENREGISTREMENT DE POTENTIELS
EVOQUES AUDITIFS PRECOCES (ECHODIA, FRANCE) ....c.coiiiieiiiiieiisie e seesieee e see e 162

FIGURE 42 : EXEMPLE D’UN ENREGISTREMENT DE PEAP A UNE FREQUENCE DE STIMULATION DE 16
KHz ET D’INTENSITE DECROISSANTE DE 80 A 10 DB SPL A CHEZ UNE SOURIS CONTROLE CBA/JRJ
(OTOPHYLAB, ECHODIA, FRANCE).....c.uiuttiiitiitistesieste st ettt sttt sbe st e s s 162

FIGURE 43 : EXEMPLE D’UN ENREGISTREMENT DE PEALM A UNE INTENSITE DE 80 DBSPL CHEZ UNE
SOURIS CONTROLE C57BL/6JRJ (LOGICIEL D’ENREGISTREMENT ET D’ ANALYSE EXAMINATION
MANAGER). EN ABSCISSE, UNE DIVISION REPRESENTE 5 MILLISECONDES. .....c.cccvvvvervesiriieneenne 165

10



Liste des abréviations

ATP : adénosine triphosphate

BCS : body condition scoring

CCE : cellules ciliées externes

CCI : cellules ciliées internes

DIO : Diet Induced Obesity

EEG : électro-encéphalogramme

Gly : taux moyen de glycémie

GS : ganglions spiraux

IP : injection intrapéritonéale

Nnt : nicotinamide Nucleotide Transhydrogenase

PC : poids corporel

PDA (ou DPOAE) : produits de distorsion acoustiques
PEA : potentiels évoqueés auditifs

PEAIm : potentiels évoqués auditifs de latence moyenne
PEAp : potentiels évoqués auditifs précoces

ROS : especes réactives a I’oxygene

SMH : syndrome métabolique hyperglycémique

STZ : streptozotocine

VCN : vitesse de conduction neurale

VGLUT3 : transporteur vésiculaire du glutamate

11



Partie 1 : Le diabéte

1. Introduction

1.1 Chez ’humain
1.1.1. Définition

Le diabéte est une maladie chronique métabolique systémique courante avec une prévalence
mondiale croissante. Selon le rapport de la Fédération Internationale du Diabéte, 537 millions
de personnes sont atteintes du diabete dans le monde en 2021, soit environ 10,5% de la
population. Ce nombre est prédit a s’élever a 643 millions (11,3%) en 2030 et jusqu’a 783
millions de personnes diabétiques (12,2% de la population mondiale) en 2045. Cette prévalence
croissante fait du diabete l'une des urgences sanitaires actuelles. Il a été egalement estimé
qu’environ 240 millions de personnes vivaient avec un diabete non diagnostiqué. Le diabéte est
la cause de 6,7 millions de déceés dans le monde en 2021 (FID, 2021). Selon Santé publique
France, 3,8 millions de personnes étaient traitées pour un diabéete en France en 2022, soit une
prévalence estimée a 5,6% de la population. Ce chiffre grimpera a 4,2 millions en 2045
représentant environ 6,5% de la population frangaise.

Cette maladie est caractérisée par le défaut du pancréas a ne plus produire suffisamment
d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas correctement 1’insuline que le pancréas produit.
L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang ou glycémie. Cette
hormone pancréatique a pour réle de faciliter la pénétration du glucose dans les cellules
notamment dans les cellules musculaires, les adipocytes (cellules graisseuses) et les hépatocytes
(cellules du foie), ce qui en diminue la concentration dans le sang. L’absence de cette hormone
empéche I’organisme de stocker du sucre. Dans le corps, la régulation de la glycémie est assurée
grace a un équilibre permanent entre différentes substances principalement hormonales. Pour
une personne non diabétique, les valeurs d’une glycémie normale varient entre 60 mg de sucre/
dL de sang et 110 mg/dL a jeun. Au-dela de cette valeur de 110 mg/dL, on parle
d’hyperglycémie. L’hyperglycémie, ou concentration sanguine élevée de sucre, est une
conséquence fréquente du diabéte non contrdlé qui conduit au fil du temps a des atteintes graves
de nombreux systéemes organiques. Ces complications semblent étre induites par la
détérioration et 1’obstruction des petits vaisseaux sanguins et/ou la dégénérescence des nerfs

classiqguement appelée neuropathie (Van Niekerk et al., 2020).
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Deux types majeurs de diabetes existent : le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2.
1.1.2. Type?2

1.1.2.1. Définition

Le diabete de type 2 précédemment appelé diabéte sucré ou diabete non insulino-
dépendant ou diabete de la maturité, représente la majorité des cas de diabete rencontrés dans
le monde, environ 90% des cas de diabéte (FID 2021). Les symptdmes du diabete de type 2
sont discrets et il est le plus souvent diagnostiqué a I’occasion d’une prise de sang. Une
glycémie a jeun anormalement élevée (supérieure a 110 mg/dL) est le symptome le plus

commun de cette maladie.

Le diabéte de type 2 se caractérise par une hyperglycémie provoquée par une carence
relative en insuline causée par un dysfonctionnement des cellules B pancréatiques
(insulinopénie) ou par une résistance a I'insuline dans les cellules cibles en particulier celles du
foie, du muscle et du tissu adipeux (insulinorésistance). Pour répondre a la demande accrue en
insuline découlant de cette insensibilité, les cellules insulinosécrétrices du pancréas en
produisent davantage jusqu’a s’épuiser. La production d’insuline devient alors insuffisante et

le glucose s’accumule irrémédiablement dans le sang (Park et al., 2021).

Ces symptomes peuvent étre les mémes que ceux du diabete de type 1 mais sont souvent
moins marqués. Ils apparaissent quand la maladie progresse se signalant par une augmentation
de la soif et de la faim, une fatigue accrue, une cicatrisation lente ou encore le besoin fréquent
d’uriner ainsi que d’autres complications associées. De ce fait, la maladie peut étre
diagnostiquée plusieurs années aprés son installation, une fois les complications déja constatées
(Chatterjee et al., 2017).

1.1.2.2. Pathogénése

La résistance a l'insuline est principalement attribuée a I'obésité, causée par de
mauvaises habitudes alimentaires et de mode de vie. La sensibilité a I'insuline fluctue en
fonction de la consommation d'aliments riches en glucides, de I'activité physique et des signaux
de stress. Pour les personnes obéses, une hyperglycémie peut aussi étre associé a une altération
du métabolisme du cholestérol. Un environnement riche en acides gras associé a des conditions

d'hyperglycémie peut entrainer une réduction de I'expression du gene de I'insuline.

La production de produits de glycation avancée causée par I’hyperglycémie, ou

I’accumulation de graisses sous forme d’acides gras, peuvent potentialiser la toxicité
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inflammatoire en activant directement les voies inflammatoires. Ces voies inflammatoires vont
induire des stress oxydatif, stress du réticulum endoplasmique et stress mitochondrial
provoquant 1’apoptose des cellules P pancréatiques. Dans I'ensemble, il est clair que
I'inflammation est impliquée dans la pathogenese du diabéte de type 2 (Ramasubbu et Devi
Rajeswari, 2023).

1.1.2.3. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs peuvent étre la cause de 1’apparition d’un diabéte de type 2. Ils ont
été décrits comme étant d’origine génétique ou environnemental. La prédisposition génétique
est généralement déterminée a la suite d'une exposition a un environnement obésogene
caractérisé par un comportement sédentaire et une consommation excessive de sucre et de

graisse dans la sphere familiale (Grarup el al., 2014).

L’incidence du diabéte de type 2 augmente avec I’age. La maladie se manifeste
généralement aprés 40 ans et elle est diagnostiquée a un &ge moyen proche de 65 ans.
Cependant, le diabete de type 2 touche aussi de plus en plus de jeunes. Toutefois, les avancées
en termes de santé (traitement et prévention) avec le vieillissement de la population et
I’espérance de vie des diabétiques tendent a augmenter la prévalence de la maladie (Chatterjee
et al., 2017 ; Wu et al., 2014). Le style de vie est un des facteurs les plus prédominants dans
I’apparition d’un diabéte de type 2. D’autres facteurs de risque existent mais sur lesquels il est
possible d’agir comme le surpoids et 1’obésité. Ils sont la conséquence d’une association entre
une alimentation déséquilibrée riche en sucres et graisses et une sédentarité quotidienne.

L’obésité augmente significativement le risque cardiovasculaire (Kolb et Martin, 2017).

Avec I’hyperglycémie, les diabétiques de type 2 peuvent également étre atteints d’un
syndrome métabolique associée telle que la dyslipidémie. Une dyslipidémie est une anomalie
du taux de graisse dans le sang, elle se traduit soit par un taux éleveé de triglycérides et de LDL
cholestérol (« mauvais cholestérol ») soit par un faible taux de cholestérol HDL (« bon
cholestérol »). Cette anomalie est tres souvent associée au diabéte de type 2 en partageant les
mémes facteurs de risque : obésité et sédentarité. Dans certains cas, tous ces facteurs vont
accentuer des complications de type vasculaire et/ou neurale liées a I’installation du diabéte de
type 2 (Bahiru et al., 2021).
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1.1.2.4. Traitement

Actuellement le patient diagnostiqué et pris en charge dispose de nombreuses
propositions thérapeutiques plus souples d’utilisation. L’innovation pharmacologique est au

ceeur des progres dans le traitement du diabéte.

Les traitements pour lutter contre le diabéte de type 2 existent mais le traitement le plus
efficace est la modification des habitudes de vie en ayant une activité physique réguliére et une

alimentation équilibrée qui vont permettre une perte de poids nécessaire.

Le traitement via une prise en charge médicamenteuse du diabete de type 2 vise a rétablir
I’équilibre de la glycémie selon différents mécanismes d’action. La metformine est
I’antidiabétique le plus utilisé dans le traitement du diabéte de type 2. Son role est de diminuer
I’insulino-résistance des cellules utilisatrices du glucose (foie, muscle, tissu adipeux) tout en
diminuant la néoglucogenese hépatique. La metformine peut étre utilisée seule ou associée a
d’autres molécules comme les sulfamides hypoglycémiants et les glinides qui stimulent la
production d’insuline au niveau du pancréas (Foretz et al., 2014). D’autres solutions
médicamenteuses existent comme les inhibiteurs des alpha-glucosidases intestinales qui
ralentissent 1’absorption des glucides alimentaires par l'intestin ou encore les glifozines
(inhibiteurs d'un enzyme présent dans le rein : le SGLT2) qui réduisent la réabsorption rénale
du glucose et favorisent ainsi son excrétion urinaire. Dans les cas les plus extrémes, une
insulinothérapie est préconisee si les traitements précédemment cités ne suffisent pas. Cette

solution consiste a s’injecter de 1’insuline, comme dans le diabéte de type 1 (Tan et al., 2019).
1.1.3. Typel

1.1.3.1 Définition

Le diabéte de type 1 précédemment connu sous le nom de diabete insulino-dépendant
ou juvénile, se manifeste généralement dans I'enfance / au début de I'dge adulte mais peut
survenir a tout age. Elle représente environ 10% de tous les cas diabétiques dans le monde avec
une prévalence croissante et environ 9 millions de personnes diagnostiquées vivent avec ce
diabéte (FID 2021).

Les symptdmes associés au diabéte de type 1 sont les suivants : excrétion excessive
d’urine (polyurie), sensation de soif (polydipsie), faim constante, perte de poids, altération de
la vision et fatigue. Ces symptdmes peuvent apparaitre brutalement (DiMeglio et al., 2018).

Certains cas peuvent également étre atteint d’une acidocétose diabétique. Les corps cétoniques
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sont des graisses stockées utilisées pour produire des substances énergétiques qui alimentent
les organes en 1’absence de glucose. Ils peuvent étre contrdlé par un dosage avec un lecteur de
cétonémie. L’acidocétose diabétique se traduit par une acidité excessive du sang du fait de
I’augmentation de corps cétoniques qui est la conséquence d’une quantité insuffisante

d’insuline dans le sang. Elle peut conduire in fine a un coma (Sassa et al., 2008).

1.1.3.2 Pathogénése

Ce diabete est caractérisé par une production insuffisante d’insuline provoquant une
hyperglycémie chronique sévére. La cause de diabéte de type 1 n'est pas réellement connue, et
en l'état des connaissances actuelles, il n'est pas évitable. Une des explications serait le
dysfonctionnement de lymphocytes T (des cellules du systeme immunitaire) qui se mettent a
éliminer progressivement les cellules B pancréatiques. Les lymphocytes T ne reconnaissent pas
les antigenes produits par les cellules B et vont produire des cytokines. Ces cytokines peuvent
induire une réponse inflammatoire en produisant la formation d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS). Les ROS peuvent perturber les cellules B du pancréas et conduire a la destruction des
tissus. Il s’agirait donc d’une maladie auto-immune, détectable par la présence d’autoanticorps

(Bluestone et al., 2010).

1.1.3.1. Facteurs de risque

Contrairement au diabete de type 2 qui est associé au vieillissement, le diabéte de type
1 va se déclarer dans la majorité des cas a ’age de I’enfance. Un des facteurs de risque les plus
communs est la prédisposition génétique. En effet, la recherche scientifique a montré que si un
membre de la famille est atteint du diabete de type 1, la possibilité de le développer augmente
sensiblement. Des facteurs environnementaux associés a des genes de prédisposition peuvent
également étre a l’origine de cette maladie et ces influences sont encore a déterminer.
L’exposition environnementale a des entérovirus pourrait également impacter le systéeme
immunitaire en développement chez les enfants. Avec des défenses immunitaires réduites par
des virus qui participeraient a la destruction des cellules productrices d’insuline, une maladie

auto-immune telle que le diabéte de type 1 pourrait se déclarer (Gillespie, 2006).

Plusieurs facteurs liés a l'alimentation et au mode de vie contribuent également a
I'incidence du diabéte de type 1, tels que l'obésité infantile, la croissance rapide du nourrisson

ou encore I'age élevé de la mére (Tan et al., 2019)
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L’apparition d’un diabéte de type 1 résulte en réalité d’une interaction complexe de
facteurs génétiques, immunitaires et environnementaux qui détruisent la fonction des cellules 8

pancréatiques.

1.1.3.2. Traitement

Dans les traitements existants du diabéte de type 1, I'utilisation de 1’insuline exogene
pour survivre et éviter les diverses complications macrovasculaires et microvasculaires est la
plus commune. Néanmoins, 1’insulinothérapie est un traitement lourd et chronique (jusqu’a la
fin de sa vie). D’autres alternatives existent comme la greffe d’ilots de Langerhans dans le foie
ou la greffe de pancréas. Ces alternatives nécessitent cependant un suivi régulier ou des
traitements associés lourds pour les patients sans négliger les possibles rejets de greffe. Le
traitement le plus efficace reste la prévention et le dépistage précoce (D’Silva et al., 2016 ;
Forbes and Fotheringham, 2017).

L’intérét actuel de la recherche reste le traitement de la maladie par différentes méthodes
comme |’utilisation de thérapie cellulaire pour générer ou régénérer les cellules B pancréatiques
par la reprogrammation de cellules souches. La thérapie la plus prometteuse serait 1’utilisation
d’une immunothérapie contre les lymphocytes T. L hypothese serait d’enrayer le processus de
la maladie en empéchant les lymphocytes T d’attaquer les cellules B pancréatiques restantes ou
bien en utilisant des antigénes spécifiques présents sur les cellules  pour reprogrammer la

tolérance du systeme immunitaire (Warshauer et al., 2020 ; Bluestone et al., 2015).

Normal Diabéte de type 1 Diabéte de type 2

Récepteur —— ¥/ Glucose ) ,
a linsuline transporter Récepteur & ><
(GLUT4) linsuline

altéré

Figure 1 : Définitions de diabétes de type 1 et 2. Created with BioRender.com
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1.1.4. Un troisieme type de diabéte : le diabete gestationnel
Les diabetes de type 1 et 2 sont les formes les plus communes et les plus représentés

dans le monde. D’autres types de forme diabétique ont été caractérisés.

Le diabete gestationnel survient durant les grossesses. Seules les femmes enceintes sont
touchées par ce diabete. 1l se caractérise, tout comme le type 1 ou 2, par une élévation du taux
de glycémie au-dessus des valeurs normales établies mais en-dessous des valeurs pathologiques
pouvant conduire a un diagnostic de diabéte. Le plus souvent, ce type de diabéte est
diagnostiqué durant le dépistage prénatal. Le risque de diabéte durant la grossesse existe par le
fait que la grossesse est diabétogene. Physiologiquement pendant cette période un état

d’insulinorésistance apparait, qui va s’aggraver progressivement au cours de la grossesse.

L'augmentation de la demande en insuline est due a I'augmentation de I'apport calorique
maternel, a la prise de poids de la mére ou encore a la présence et a I’augmentation d'hormones
placentaires. Au fur et a mesure que la grossesse avance, il a été montré que la masse des
cellules B du pancréas augmente pour répondre a la demande d'insuline accrue. Un échec de
I'expansion des cellules B pancréatiques avec une augmentation relativement inadéquate de la
sécrétion d'insuline conduit au diabete gestationnel. En fin de grossesse, le feetus détourne une
quantité croissante de glucose maternel vers lui-méme, ce qui entraine une diminution du taux
de glucose maternel. A leur tour, les cellules p pancréatiques augmentent la sécrétion d'insuline
pour empécher une livraison excessive de glucose au feetus. Cette augmentation de production
de glucose associée a une augmentation non adéquate d’insuline conduit a une hyperglycémie
en dessous des valeurs diagnostiquées traditionnellement pour un diabéte (Lende et
Rijhsinghani, 2020 ; Johns et al., 2018). Ce diabete gestationnel augmente le risque de
complications durant la grossesse et a 1’accouchement pour la mére et son futur enfant. Ce
diabete est susceptible d’augmenter le risque d’avoir un diabéte de type 2 dans un avenir plus

ou moins lointain.

1.1.5. Complications liées au diabéte connues

Le diabéte est associé a un certain nombre de complications et peut augmenter le risque
géneral de decés prémature. Les complications métaboliques aigués associées a la mortalité
comprennent I'acidocétose diabétique due a des concentrations exceptionnellement élevées de
glucose dans le sang (hyperglycémie) et le coma résultant d'une hypoglycémie (faible taux de

glucose dans le sang). Les complications vasculaires a long terme sont trés variées et sont dues,
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au moins en partie, a I'élévation chronique du taux de glucose dans le sang, qui entraine une

détérioration des vaisseaux sanguins (angiopathie).

Dans le cas des 2 types de diabéte, ces complications qui en résultent sont regroupees
en complications microvasculaires (dues a I'endommagement des petits vaisseaux sanguins) et
macrovasculaires (dues a I'endommagement des artéres). Les complications microvasculaires
comprennent les maladies oculaires ou "rétinopathie”, les maladies rénales appelées
"nephropathie”, et les dommages neuraux ou "neuropathie”. Les principales complications
macrovasculaires comprennent les maladies cardiovasculaires accélérées entrainant un
infarctus du myocarde et les maladies cérébrovasculaires se manifestant par des accidents
vasculaires cérébraux. La dépression, la démence et le dysfonctionnement sexuel sont d’autres

complications chroniques du diabete (Forbes et Cooper, 2013).
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Figure 2 : Schéma des différentes complications diabétiques communes. Created with
BioRender.com

1.1.5.1. Macroangiopathies

Les maladies cardiovasculaires affectent le cceur et les vaisseaux sanguins et peuvent
entrainer des complications mortelles telles que la coronaropathie (qui peut conduit a un
infarctus du myocarde) et I'accident vasculaire cérébral. Les maladies cardiovasculaires sont la
cause la plus fréequente de deces chez les personnes atteintes de diabéte de type 2. Des taux
élevés de glucose sanguin peuvent rendre le systéme de coagulation sanguine plus actif, ce qui

augmente le risque de formation de caillots sanguins. L'hypertension artérielle,
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I'nypercholestérolémie, I'hyperglycémie et d'autres facteurs de risque contribuent a augmenter

le risque de complications cardiovasculaires (Jia et al., 2018).

1.1.5.2. Microangiopathies connues

1.15.2.1. Neuropathies

L'hyperglycémie peut causer des dommages aux nerfs dans tout I'organisme. La
complication la plus fréquente liée au diabete est la neuropathie, dont la polyneuropathie
symétrique distale (appelée neuropathie diabétique) est tres courante. La neuropathie diabétique
est une altération des activités normales des nerfs dans I'ensemble du corps et peut modifier les
fonctions autonomes, motrices et sensorielles. La neuropathie périphérique est la forme la plus
courante de neuropathie diabétique, affectant les nerfs externes des membres, en particulier
ceux des pieds. Elle est également caractérisée par une forte douleur constante et une morbidité
substantielle. Elle altére principalement les fonctions sensorielles, provogquant des sensations
anormales et un engourdissement progressif qui facilite le développement d'ulcéres (pied

diabétique) et, dans certains cas, peut entrainer une amputation du membre.

L'hyperglycémie associée a une altération de la signalisation de I'insuline, entrainent
plusieurs altérations pathologiques dans les neurones, la glie et les cellules vasculaires qui
peuvent conduire a un dysfonctionnement nerveux et, en fin de compte, & une neuropathie.
Cependant, les mécanismes distincts qui sous-tendent la neuropathie dans le diabete de type 1
et de type 2 restent inconnus. Certaines hypotheses existent comme une association avec des
dysfonctionnements des vaisseaux sanguins proche de nerfs périphériques ou des troubles dans
la voie de signalisation de I’insuline. Ces troubles induiraient une cascade métabolique qui peut
étre formee par un flux accru de la voie des polyols qui métabolise le glucose inutilisé en
présence d'enzymes. La libération excessive de cytokines, I'activation de la protéine C kinase
et le stress oxydatif excessif résultant de I'nyperglycémie sont également des éléments clés du
développement du dysfonctionnement des nerfs périphériques. Cette association contribuerait
a I’apoptose cellulaire, des lésions de I'ADN, un stress du réticulum endoplasmique, un
dysfonctionnement mitochondrial, une neurodégénérescence, une perte de la signalisation

neurotrophique et a la réduction du flux sanguin nerveux (Kim et al., 2012).
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L'importance de ces voies dans le développement de la neuropathie varie en fonction du
type de cellule, du profil de la maladie et du temps, car les différents types de cellules sont plus

ou moins susceptibles de subir des lésions en fonction des déficiences métaboliques.

)

t Produits

de glycation
* Glucose avancee
Récepteur & )
SAmEAERE :,5{,;: rinsuline +Recepteur Qlijom
aux
Intracellulaire I Résist E;odmts
ésistance i
l 4 linsuline g'\?’:ﬁg&”
(A —— [
! 1 )
Voie des ; -
[esmmimmre] (o]
v +
Soibe
UDP-GIcNAC Acetyl-CoA
L > Signaux
inflammatoires

| Cycle de Facide tricarboxylique |

% { Phosphorylation oxydative |
}

[ Surcharge de |a chaine de

transport d'électrons | 41
Altération ¢
stocin i

Stress du
réticulum
endoplasmique

Figure 3: Pathogénése de la neuropathie diabétique. D aprés Feldman et al., 2019.
Created with BioRender.com

La neuropathie des nerfs périphériques est le résultat d'une atteinte des nerfs
périphériques, notamment la neuropathie a petites fibres impliquant des nerfs myélinisés (Ad),
ainsi que des nerfs non myélinisés (fibres C non myélinisées). Dans la neuropathie périphérique,
les petites fibres somatiques et autonomes peuvent étre affectées. Les petites fibres contrélent
la perception thermique, la perception de la douleur et les fonctions autonomes telles que les
fonctions cardiaques, pulmonaires ou entériques. En cas de neuropathie diabétique, les fibres ¢
non myelinisées sont affectées en premier suivies des fibres Ad et enfin des grosses fibres
my¢linisées AP. Cette complication peut survenir dans les tout premiers stades de la maladie.
Sa détection peut aider les médecins a mieux prendre en charge leurs patients et a éviter les

complications avancées (Feldman et al., 2019).
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1.15.2.2. Néphropathies

Les maladies rénales (néphropathie) sont beaucoup plus fréquentes chez les personnes
diabétiques que chez les personnes non diabétiques. Elle est causée par une lésion des petits
vaisseaux sanguins, ce qui peut entrainer une diminution de I'efficacité des reins, voire leur
défaillance totale. La néphropathie diabétique représente la cause principale de I'insuffisance
rénale. Les maladies rénales sont également un facteur de risque majeur pour le développement
de complications macrovasculaires telles que les crises cardiaques et les accidents vasculaires
cérébraux. L'hypertension et un mauvais contréle de la glycémie précedent souvent une
néphropathie diabétique. Le développement et la progression de la néphropathie sont tres
complexes étant donné la diversité des populations cellulaires présentes dans le rein et les divers
roles physiologiques de cet organe. Des concentrations élevées de glucose induisent des effets
cellulaires spécifiques, qui affectent diverses cellules rénales résidentes. La réponse
inflammatoire avec ’activation des voies induisant un stress oxydatif contribue un réle dans le

développement de la néphropathie diabétique (Papadopoulou-Marketou et al., 2017).

1.15.2.3. Rétinopathies

La rétinopathie diabétique est le résultat direct d'une hyperglycémie chronique causant
des dommages aux capillaires rétiniens, entrainant des fuites et des blocages capillaires. Elle
peut entrainer une perte de la vision et éventuellement la cécité. Elle se caractérise par des
modifications de la perméabilité vasculaire, des microanévrismes capillaires, une
dégenérescence capillaire et une formation excessive de nouveaux vaisseaux sanguins
(néovascularisation). La rétine neurale est également dysfonctionnelle avec la mort de certaines
cellules, ce qui modifie I'électrophysiologie de la rétine et entraine une incapacité a distinguer
les couleurs. La rétinopathie diabétique constitue la principale cause de cécité chez les adultes
(Frank, 2004).

Tous les résultats sur les recherches sur le diabéte tendent a montrer les réles de
I’atteinte génétique et de I'inflammation dans les voies de signalisation du glucose et de
I’insuline. Ces réactions meétaboliques contribuent & une meilleure compréhension de la
pathogenése de cette maladie et de ses complications liées que ce soit pour le diabete de
type 1 ou de type 2. La question est de savoir quelle autre complication pourrait étre liée
a un diabete et I’utilisation de modé¢les animaux est primordiale pour comprendre les

mécanismes sous-jacents de cette maladie.
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1.2. Chez ’animal

Dans le monde de la recherche, les modeles animaux ont toujours joué un role essentiel
dans I'exploration et la caractérisation de la physiopathologie des maladies et I'identification
des cibles, ainsi que dans I'évaluation de nouveaux agents thérapeutiques et de traitements in
vivo. Dans la recherche sur le diabéte depuis un siecle, le réle des animaux est primordial dans
la compréhension des mécanismes physiopathologiques de 1’état diabétique et de ses
complications associées. Les modéles animaux jouent également un réle central dans les
interventions thérapeutiques et de prévention réussies qui sont applicables aujourd’hui pour les

patients diabétiques (King et Bowe, 2016 ; Al-awar et al., 2016).

1.2.1. Modéle diabétique

Il existe de nombreux modeles animaux de diabéte. Cependant, selon la maniére dont
I'animal développe le diabete varie en fonction de la question expérimentale. Les deux grandes
catégories de recherche sur le diabete comprennent la caractérisation de la pathogenése et de la

prévention de I'apparition de la maladie, ainsi que la recherche sur le traitement de la maladie.

Dans les études visant a comprendre la pathogenése de la maladie, deux stratégies
principales peuvent étre utilisées. La stratégie la plus courante consiste a utiliser un modele
animal dans lequel le processus pathologique ressemble a la condition humaine. Une autre
possibilité consiste a utiliser des manipulations génétiques pour évaluer I'importance de génes
spécifiques dans le développement de la maladie. Tres souvent, ces stratégies sont utilisées
conjointement. Pour prévenir l'apparition de la maladie, il est important que certains éléments
de la pathogenese reflétent la maladie humaine et, par consequent, des modeles similaires sont

souvent utilisés.

Des modéles animaux ont été créés pour chaque type de diabéte pour comprendre la
pathogenese qui est différente selon le type de diabéte en reproduisant le plus fidelement
possible les symptomes et les facteurs de risque que 1’on retrouve dans la pathologie humaine.
Différentes revues scientifiques résument 1’utilisation des modeles animaux dans la recherche
sur le diabete (Kottaisamy et al., 2021 ; Al-awar et al., 2016 ; King et Bowe, 2016 ; Graham et
Schuurman, 2015 ; King, 2012).
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1.2.1.1. Modeéles de Diabéte de type 2

Pour rappel, le diabéte de type 2 se caractérise par une résistance a l'insuline et
l'incapacité des cellules B pancréatiques a compenser suffisamment (Park et al., 2021). Par
conséquent, les modeles animaux du diabéte de type 2 ont tendance a inclure des modéles de
résistance a l'insuline et/ou des modeles de défaillance des cellules B pancréatiques. De
nombreux modeles animaux de diabéte de type 2 ont comme principale caractéristique d’étre
obese, ce qui reflete la condition humaine ou l'obésité est un facteur de risque prédominant et

étroitement liée au développement du diabéte de type 2 (McMurray et Cox, 2011).

Les modeles animaux de diabéte de type 2 sont obtenus soit par manipulation génétique,
soit de maniere induite. Les modéles génétiques modifiés peuvent étre obtenus de différentes
maniéres en agissant sur un seul géne ciblé ou bien sur plusieurs génes qui peuvent étre les

ob/ob ou

caractéristiques d’une autre pathologie. Le mode¢le le plus fréquent est la souris Lepr
Leprd®@®_ Ce modeéle obése développe une hyperphagie et une hyperinsulinémie causé par un
dysfonctionnement dans la voie de signalisation de la leptine, hormone qui régule les réserves
en graisses et donne la sensation de satiété. D’autres modeles animaux obéses existent comme
le rat gras Zucker qui lui aussi est obtenu par une mutation sur le récepteur de la leptine (Wang

etal., 2014).

La souris obese diabétique Tsumura Suzuki a été créée comme modele polygénique du
diabete de type 2 par I'élevage sélectif de males obéses de la souche ddY (souche répandue au
Japon), en utilisant les indices de poids corporel élevé et de présence de glucose dans l'urine.
Cette souris présente les caractéristiques du diabéte de type 2 chez I'humain, telles que la
polyphagie, l'obésité sévere, I'hyperglycémie, I'nyperinsulinémie et I'nyperlipidémie. Des
complications telles que Il'altération de la fonction motrice des membres postérieurs due a une
neuropathie périphérique et une légére néphropathie ont été retrouvés dans ce modele (Tsuda
etal., 2016).

Les modeles d’obésité induite couramment utilisés car ne nécessitant un colt trop
important, sont obtenus en nourrissant les animaux (surtout des rongeurs) par un régime riche
en matieres grasses. Le taux de lipides dans cette nourriture est beaucoup plus conséquent que
le taux présent dans la nourriture normale donnée aux rongeurs. Le gain de poids est
significativement visible au bout de quelques semaines et est surtout associé a une

insulinorésistance (O’Brien et al., 2014 ; Heydemann, 2016).
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Ces modeéles sont surtout utilisés pour comprendre le role de la résistance a I’insuline et
de I’obésité dans le diabéte de type 2. Pour comprendre le role de I’atteinte de la compensation
des cellules B pancréatiques dans ce diabéte, des modéles de pancréatectomie partielle ont été

créés chez la souris mais ce modele n’est pas le plus pertinent aujourd’hui (Hardikar et al.,

1999).

1.2.1.2. Modeéles de Diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 a pour principale caractéristique, la destruction auto-immune des
cellules B pancréatiques, qui entraine une absence de production d'insuline causant une
hyperglycémie chronique sévére. Cette maladie nécessite un suivi régulier et un apport
d’insuline exogene au quotidien (DiMeglio et al., 2018). Dans les modeles animaux, ce déficit
de production d'insuline est obtenu par une variété de mécanismes différents, allant de I'ablation
chimique des cellules B du pancréas a 1'élevage de rongeurs qui développent spontanément un

diabéte auto-immun en passant par la création de modéles génétiquement induits.

1.2.1.2.1. Modeéle spontané auto-immun
Le modeéle spontané auto-immun a été créé il y a environ 50 ans apres la découverte sur

des rongeurs d’une hyperglycémie développée spontanément (Kolb, 1987). Cela a conduit au
développement de deux modéles de diabéte auto-immun : la souris diabétique non obése (dit
NOD Non-Obese Diabetic) et le rat Bio-Breeding. La pathophysiologie de cette maladie
développée chez ces rongeurs présente de nombreuses similitudes avec le diabéte de type 1
chez I'nomme. Les symptomes typiques (hyperglycémie, perte de poids) se déclarent quelques
semaines apres la naissance des rongeurs. Ces modeles polygéniques ont contribué a une
meilleure  compréhension du diabéte auto-immun concernant 1’implication du
dysfonctionnement des lymphocytes T. La souris diabétique non obese a fourni des outils pour
étudier les Iésions auto-immunes des cellules  pancréatiques et ont facilité le développement
de la détection précoce, de la prévention et du traitement du diabéte de type 1 (Aubin et al.,
2022 ; Lenzen, 2017 ; Mullen, 2017). Cependant, ce modele n’est pas le plus approprié pour
évaluer et caractériser les complications macroangiopathiques et microangiopathiques causées
par le diabete de type 1 notamment la neuropathie diabétique (Driver et al., 2011 ; Obrosova et
al., 2005).
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1.2.1.2.2. Modeéle induit génétiqguement
Comme pour les modéles animaux de diabéte de type 2, des modéles induits

génétiquement de diabéte de type 1 existent mais ils sont peu répandus dans la littérature
scientifique. Seul un modele murin est utilisé dans la recherche : la souris Akita. Cette souris a
¢été congue au Japon a partir d’une souche C57B1/6N qui a développé une mutation spontanée
du geéne de I’insuline 2 qui empéche le traitement correct de la proinsuline. Un diabéte
insulinodépendant sévére se déclare a partir de I'age de 3 a 4 semaines, caractérisé par une
hyperglycémie, une hypoinsulinémie, une polyurie et une polydipsie. L'absence quasi-totale
de cellules B du pancréas dans ce modele en fait une alternative aux souris traitées a la
streptozotocine (STZ) dans les études de transplantation et peut également étre utilisé dans des
études de diabeéte de type 2 (King, 2012 ; Mathews et al., 2002). Il a également été utilisé comme
modéle de maladie macrovasculaire diabétique et de neuropathie (Obrosova, 2011).

1.2.1.2.3. Modeéle induit chimiquement

Dans les modeles de diabéte de type 1 induits chimiquement, un pourcentage élevé de
cellules B pancréatiques est détruit et la production d'insuline est donc faible, ce qui entraine
une hyperglycémie et une perte de poids (Furman, 2021). Le diabete induit chimiquement
constitue non seulement un modele simple et relativement bon marché de diabete chez les
rongeurs. Deux composés principaux sont utilises pour induire le diabéte : la streptozotocine
(STZ) ou l'alloxane.

En raison de leur similitude de structure avec le glucose, le glucose peut entrer en
compétition avec l'alloxane et la STZ, et les animaux a jeun ont donc tendance a étre plus
sensibles. L'alloxane et la STZ sont relativement instables et les solutions doivent idéalement
étre préparées immédiatement avant l'injection (Radenkovic et al., 2016). Ils sont utilisés
prioritairement dans des études sur de nouveaux traitements de I’insuline et de thérapies de
transplantation de cellules B pancréatiques dont le point final est la diminution de la glycémie.
Ces modeles sont avant tout de simples modeles rapides d’induction d’une hyperglycémie

(King et Bowe, 2016 ; Deeds et al., 2011).
1.2.1.2.3.1. Alloxane

L'alloxane sous son appellation chimique 5,5-dihydroxyl pyrimi-dine-2,4,6-trione est un

composé organique et un analogue cytotoxique du glucose. Il a deux effets pathologiques
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distincts : il inhibe sélectivement la sécrétion d'insuline induite par le glucose grace a lI'inhibition
specifique de la glucokinase, le capteur de glucose de la cellule B pancréatique, et il provoque
un état de diabete insulino-dépendant grace a sa capacité a induire la formation d’espéces
réactives de I'oxygene (ROS), ce qui entraine I’apoptose sélective des cellules  pancréatiques.
Ces deux effets peuvent étre attribués aux propriétés chimiques spécifiques de I'alloxane, le
dénominateur commun étant I'absorption cellulaire sélective et I'accumulation de I'alloxane par
la cellule B pancréatique (Lenzen, 2008). Les doses chez la souris varient de 50 & 200 mg/kg et
chez le rat de 40 a 200 mg/kg, en fonction de la souche et de la voie d'administration
(Radenkovic et al., 2016). Cette molécule est cependant de moins en moins utilisé dans la

recherche sur le diabete de type 1 au profit de la STZ.

1.2.1.2.3.2. Streptozotocine (STZ)
La STZ, connue chimiquement sous le nom de N(méthylnitrosocarbamoyl)-a-d-

glucosamine, est un composé naturel produit par Streptomyces achromogenes avec des
propriétés antibactériennes qui sont sélectivement absorbées par les cellules B du pancréas,
provoquant leur destruction. Il est décrit comme diabétogéne et également un analogue
cytotoxique du glucose comme l'alloxane (Rakieten et al., 1963). La STZ est le produit
chimique le plus couramment utilisé pour l'induction du diabéte de type 1 chez les modéles
animaux. Il s'agit d'un composeé nitrosourée avec un glucose toxique et un analogue de la N-
acétyl glucosamine qui s'accumule dans les cellules B du pancréas par l'intermédiaire du
transporteur GLUT-2. La STZ peut induire le diabete chez les rats, les souris et d'autres animaux

de deux maniéres différentes en fonction de la dose.

A une injection a forte dose, la STZ cible les cellules  pancréatiques. Une unique
injection de STZ est administrée a des souris par voie intraveineuse ou intrapéeritonéale (100-
200 mg/kg) ou a des rats (35-65 mg/kg), entraine une destruction massive des cellules [
pancréatiques avec une production d'insuline faible ou nulle. La STZ est donc véhiculée par
une protéine transport de glucose appelee GLUT-2 vers les cellules B car la structure chimique
de la STZ ressemble a celle du glucose. Le STZ provoque une alkylation de I'ADN qui conduit
a l'activation de la voie de signalisation PARP et a la production de ROS, ce qui entraine une
réduction de la teneur en ATP (dysfonctionnement mitochondrial) et une inhibition de la
sécretion d'insuline. En outre, le STZ est une source de radicaux libres qui contribue a
endommager I'ADN. Finalement, les lésions de I'ADN couplées a I'épuisement de I'énergie

conduisent a la mort des cellules  du pancréas (Lenzen, 2008 ; Wilson et Leiter, 1990). Cette
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technique est la plus utilisée dans la littérature scientifique pour la rapidité d’induire une

hyperglycémie sévére (moins de 48h) (Furman, 2021).

Pour une technique utilisant de faibles doses de streptozotocine (20-40 mg/kg selon la
souche) administrées pendant 4 ou 5 jours consécutifs a des souris ou des rats. Cela induit une
insulite (inflammation des cellules B) dans laquelle les cytokines pro-inflammatoires derivées
de macrophages provoquent la mort des cellules . Cependant ce modele ne dépend pas des
lymphocytes T et B et difféere donc du diabete de type 1 chez I'hnumain. Ce modeéle est souvent
utilisé en complément d'un modele auto-immun spontané comme preuve supplémentaire dans

les stratégies de prévention (Wu et Huan, 2007).

1.2.1.24. Autres modeles
D’autres modéles animaux de diabéte de type 1 existent par 1’utilisation de virus. Peu

d’études ont utilisé ce modéle animal. Certains virus comme le virus coxsackie B ou le virus de
I'encéphalomyocardite ont été utilisés pour induire un diabéte de type 1 en participant a la
dégradation et a I’injection des cellules  pancréatiques. Des modéles de cochon et de primates
non humains sont également utilisés dans la recherche pour le diabete de type 1. Ces modeéles
se rapprochent plus de I’humain et sont essentiellement pour la recherche de thérapies géniques
et de transplantation de cellules . Pour ces modeéles non rongeurs, la technique privilégiée pour
induire un diabéte de type 1 est la pancréatectomie totale ou partielle (Graham et Schuurman,
2015).

1.2.1.2.5. Modeéle neuropathique diabétique

L'hyperglycémie est la principale caractéristique des diabetes de type 1 et de type 2. En
raison de sa nature subtile et chronique, I'nyperglycémie joue un réle clé dans le développement
des complications diabétiques. On a constaté que le mécanisme sous-jacent a la pathogenese de
ces complications diabétiques est le stress oxydatif formé par la surproduction de ROS. Il peut
également étre d a des défauts dans la voie de transduction du signal de I'insuline qui est une
voie clé impliquée dans le maintien de I'noméostasie du glucose (Feldman et al., 2019 ; Feldman
etal., 2017). Un certain nombre de modéles animaux sont utilisés pour étudier les complications
du diabete.
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Tous les modeles animaux du diabéte ont leurs caractéristiques propres pour induire un
diabéte. En effet, sur les études travaillant sur les complications diabétiques, certains modéles
vont exprimer mieux que d’autres I’effet souhaité. Pour un modele de néphropathie diabétique,

ob/ob

la souris induite génétiquement Lepr®®°® est la plus pertinente en présentant des atteintes rénales

telles que des glomérules hypertrophiés et une sclérose mésangiale (Alpers et Hudkins, 2011).

Les souris Akita ou Leprd®/d

sont les plus conseillées pour des études sur la rétinopathie
diabétique avec un épaississement de la rétine et une diminution des cellules ganglionnaires de

la rétine (Giocanti-Auregan et al., 2013).

Pour les modéles murins du diabete de type 1, le modele induit par la STZ a haute dose
est le plus utilisé dans I'étude de la neuropathie diabétique. Avec l'induction de la STZ chez la
souris, la taille des fibres des nerfs périphériques ainsi que la taille de I'axone sont réduites deux
fois plus que celle de la gaine de myéline. Ces changements anatomiques permettent de
comprendre les vitesses de conduction nerveuse motrice et sensorielle réduites observées chez
les souris diabétiques. Ces changements sont accompagnés d’une sensation de douleur. Le
modele induit chimiquement de la STZ est donc utilisé pour étudier le développement, la
progression et les options thérapeutiques de la neuropathie diabétique. Sur le modeéle utilisant
la STZ a faible dose, peu d’atteintes des nerfs périphériques ont été signalées (O’Brien et al.,

2014 ; Sullivan et al., 2007 ; Obrosova et al., 2005).

Pour les modeles murins du diabéte de type 2, le modeéle de souris induit génétiqguement
C57BL/ Ks (Lepr®d) est également largement utilisé dans I'étude de la neuropathie diabétique.
Ce modeéle développe des symptdmes tels qu'une diminution de la conduction nerveuse
sensorielle, de la vitesse et de la densité des fibres nerveuses intra-épidermiques 12 semaines
apres la naissance. Ces symptomes témoignent de I'apparition de la neuropathie diabétique et
ces modeles sont donc exploités pour etudier I'apparition et la progression de la neuropathie
diabétique (Sullivan et al., 2007).

Dans I’intérét du projet, les modéles de neuropathie diabétique ont été privilégiés par
I’obtention d’atteinte des nerfs periphériques qui peut étre retrouvé au niveau du systeme
auditif.
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Etude n°1 - Induction d’un syndrome métabolique
hyperglycémique sur des modeles murins

I) Preuve de concept

Dans le cadre de notre travail de thése, avant d’étudier le lien entre le diabete et la perte
d’audition, il était primordial d’étudier la physiopathologie du diabéte et ses complications
associees telles que la neuropathie périphérique, une des plus communes. Les mécanismes
distincts qui sous-tendent la neuropathie dans le diabete de type 1 et de type 2 restent inconnus.
Le diagnostic de la neuropathie périphérique diabétique chez les patients consiste a rechercher
la présence de symptomes sensoriels anormaux, de déficits de la vitesse de conduction nerveuse
et de diminutions de la densité des fibres myélinisées et/ou des fibres nerveuses intra-

épidermiques.

Afin d’appréhender les mécanismes cellulaires de la pathogenese et de pouvoir par la
suite envisager des approches thérapeutiques et la mise en place d’action de prévention des
complications diabétiques -et principalement la neuropathie périphérique-, de nombreux
modéles animaux (essentiellement chez la souris et le rat) ont été décrits dans la littérature
scientifique. Il est ainsi possible de disposer de modéles animaux développant une pathologie
« diabétique » élaborés a I’aide d’approches génétiques ou suite a I’administration de molécules

diabétogenes.

Ces modéles animaux reproduisent fidélement le phénotype métabolique
hyperglycémique permettant approcher un modéle de diabéte de type 1. Si ces modeles animaux
développent une neuropathie périphérique diabétique, cependant ils ne reflétent pas la gravité
de la neuropathie périphérique diabétique humaine et ne présentent que des déficits
neurophysiologiques légers (O’Brien et al. 2014 ; Beiswenger et al. 2008; Li et al. 2005;
Sullivan et al. 2007).

L’objectif de cette étude n°1 est d’induire par une approche pharmacologique, un
syndrome métabolique hyperglycémique développant une neuropathie périphérique a
I’aide d’une injection de streptozotocine sur 3 souches de souris d’age jeune (éviter le biais
du facteur de risque de I’age) : C57BI/6JrJ, C57/BI6NrJ et CBA/JrJ.
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I1) Méthodes : Protocole expérimental d’induction

La streptozotocine (STZ) est une substance chimique diabétogéne qui est susceptible de
provoquer (ou aggraver) un diabéte (Lenzen 2008). L'ablation chimique des cellules B du
pancréas par la STZ est I'approche la plus courante en expérimentation préclinique pour induire

un diabete de type 1 sur des modeles animaux de souris ou de rat.

Dans la littérature, certains auteurs décrivent des protocoles d’induction
d’hyperglycémie pathologique chronique suite a 1’administration de plusieurs doses faibles

consécutives de STZ (50 mg/kg/jour pendant 5 jours) (Jolivalt et al., 2016).

Pour cette é¢tude, a I’aide de la STZ, nous souhaitons induire un syndrome métabolique

hyperglycémique (SMH)

1) sur 3 souches de souris : C57/BI6JrJ, C57/BI6NrJ et CBA/JrJ (souris males agées de

6 semaines au moment d’induction du SMH).
2) avec « taux de réussite » d’induction le plus proche des 100% des animaux traités

2) avec une cinétique du taux de glycémie des animaux traités évoquant 1’installation

rapide et stable de ce SMH (en quelques jours lors d’un suivi quotidien).

3) al’aide d’une seule dose de STZ administrée par une seule injection intra-péritoneale

Pour chaque souche de souris étudiée, C57BI/6JrJ, C57/BI6NrJ et CBA/Jrd, et
comparativement a un groupe de souris contrble, 3 groupes différents de souris recevront
respectivement (aprés une mise a jeun de 4h avant injection) une seule injection IP de STZ a

une dose soit de 150 mg/kg, soit de 200 mg/kg soit de 125 mg/kg.

Nous examinerons, pour chacune des 3 souches de souris étudiées, I’impact de

I’administration de STZ (selon 3 doses différentes, par injection IP).

A- un suivi quotidien du poids (en gramme)
B- un suivi quotidien du taux de glycémie (mesure suite & une ponction sanguine
caudale, statut de SMH si le taux de glycémie > 300mg/dL)

C- un suivi de la vitesse de conduction neurale caudale (en m/s)
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1) Protocole n°1 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la
souche de souris C57BI1/6JrJ

Dans un premier temps, nous avons examiné sur la souche de souris C57BI/6JrJ]

I’impact de I’administration de STZ (selon 3 doses différentes, par injection IP).

Notre choix s est tout d’abord porté sur de cette souche C57Bl/6JrJ car il s’agit d’une
souche de souris tres étudiée dans le domaine des études précliniques sur le « diabéte », et plus

particulierement sur la neuropathie diabétique (O ’Brien et al., 2014).
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A) Evaluation de ’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ 150

Lors de cette premiére série d’expérimentation, nous avons constitué un groupe contréle
de 10 souris males et un groupe de 10 souris males traitées STZ1s0. Lors de ’administration de

la STZ1s0, toutes les souris étaient agées de 6 semaines.

Suite a I’administration d’une dose unique STZ1s0, le taux moyen de glycémie (Gly) des
animaux traités présente une augmentation lors de la mesure effectuée a 7 jours apres
administration de STZ1s0 (Glyto-stz150 = 157,8 £ 23,5 mg/dL; Gly7j-stz150=193,4 £ 41,9 mg/dL).
Chez les animaux traités STZ1s0, Cette augmentation a été constante durant les 8 semaines (56
jours) de suivi aprés I’administration de STZ150 (Glyssj-stz150 =318,6 + 134,4 mg/dL). Les souris
contrbles présentent eu une glycémie stable sur les 8 semaines de suivi
(Glyto-cu= 148,8 £ 20,7 mg/dL, Glyssj-cu 158,7 + 22,9 mg/dL).

Cependant, en examinant de pres le statut glycémique des souris traitées, seulement 2
souris sur les 10 souris recevant de la STZ150 montrent une hyperglycémie atteignant le seuil
hyperglycemie pathologique défini (300 mg/dL) 14 jours apres 1’injection. Cette augmentation
de la glycémie est significative par rapport aux souris controles. Le reste des souris (8 sur 10
souris traitées STZ1s0) recevant une administration de STZ1s0 ont une hyperglycémie légére
significative par rapport aux souris contrdles sans atteinte du seuil hyperglycémie pathologique

(cf. Figure 1 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ1s0

Pour la mesure du poids corporel (PC) et durant 8 semaines de suivi, les 10 souris
recevant de la STZiso ont montré une prise de poids similaire aux 10 souris contréles
(PCsegj-stz150= 27,1 + 2,19, PCsgjcu= 27,92 + 1,4 g) (cf. Figure 1 panel B).
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Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ1s0

Pour la mesure de la vitesse de conduction neurale (VCN), une augmentation de la
vitesse a été visible entre 0 et 3 semaines post-injection puis une stabilisation de cette vitesse a
¢été observée pour les 2 groupes. Aucune différence significative n’a été observée entre les 2
groupes a 9 semaines post-injection (63j) (VCNe3j -stziso= 245 £ 3,4 mis,
VCNesj -ct1 25,4 £ 1,6 m/s) (cf. Figure 1 panel C).

Conclusion protocole 1.1 STZ1s0 chez les souris C57BI1/6JrJ

A T’issue de ce protocole examinant 1I’impact de 1’administration d’une dose unique
STZ1s0, nous constatons que tres peu de souris traitées (2/10) présentent une glycémie
supérieure au seuil définissant une hyperglycémie pathologique (14 aprés 1’administration
STZis0). Par ailleurs, cette injection unique de STZ1s0 n’entraine aucune modification de la prise
de poids ou de la vitesse de conduction du nerf caudal, au cours des 8 semaines de suivi des

animaux.

La STZ injectée sur des souris C57BI/6JrJ a la dose de 150 mg/kg n’a pas permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de facon stable chez
le groupe traite.
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Figure 4 : Evaluation de [’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris

C57BI/6JrJ
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La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 8 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 150mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test **P<0.01.

Taille des groupes : souris contréles (n=10), souris STZ 150 mg/kg (n=10).
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B) Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ

Lors du précédent protocole, I'administration unique de STZ injectée a la dose de 150
mg/kg n’a pas permis d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de
facon stable chez le groupe traité. Nous examinons dans ce nouveau protocole [’effet de
[’administration de STZ injectée a la dose de 200 mg/kg (STZ200) Sur un groupe de 10 souris
males traitées, comparativement a un groupe contr6le de 10 souris males. Lors de

[’administration de la STZ», toutes les souris étaient &gées de 6 semaines.

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ200

Apres I’injection de STZ200, une forte augmentation du taux de glycémie a été observée
seulement 2 jours apres injection pour les souris traités (Glyzj-stzz200= 339,5 £ 120,5 mg/dL) par
rapport aux souris controles (Gly»ju148,8 £ 20,7 mg/dL). Cette augmentation s’est stabilisée
au-dela des 500 mg/dL (limite supérieure du lecteur de glycémie) de 2 semaines a 8 semaines

post-injection.

Suite a I’administration de cette dose unique de STZ200, 100 % des souris injectées ont
montré une hyperglycémie sévere significative (Glystz200>500 mg/dL) dés la premiére semaine
aprés d’injection et qui a été maintenue tout au long des 8 semaines de suivi mesure (cf. Figure

2 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ200

Pour la mesure du poids corporel, une stabilité du poids corporel a été observée chez les
souris traités STZxo0 entre 0 et 8 semaines (56jours) de suivi (PCtwo-stzo00= 21,2 = 0,7 g,
PCltse-sTz200= 21,6 + 2,4 g). Cette non-prise de poids chez les souris traités STZ200 est associée
a I’hyperglycémie observée par rapport aux souris controles qui ont une augmentation de leur
poids corporel constante le long des 8 semaines de suivi (PCto.ci= 20,3 £ 0,6 g,
PCtsejct=27,9 £ 1,4 g) (cf. Figure 2 panel B).
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Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ.200

L’hyperglycémie et la non-prise de poids corporel observées ont été associée a une
diminution de la vitesse de conduction neurale (VCN) entre 0 et 9 semaines (63jours) de suivi
(VCNtto-stz200= 21,8 £ 1,0 m/s, VCN e3j-stz200= 19,3 £ 2,7 m/s). Cette diminution de la VCN
est significative par rapport aux souris controles (VCNesjcti= 25,4 + 1,6 m/s) (cf. Figure 2 panel
C).

Conclusion protocole 1.2 STZ200 chez les souris C57BI1/6JrJ

Cette évaluation a permis de montrer que la dose de STZ a 200 mg/kg est adaptée pour
induire tres rapidement (en 2 semaines) un syndrome métabolique hyperglycémique chez les
souris C57BI/6JrJ traitées avec une hyperglycémie sévéere associée (>500mg/dL) a une non-
prise de poids et a une diminution progressive pathologique de la vitesse de conduction neurale,

signe de I’installation d’une neuropathie périphérique.

La STZ injectée sur des souris C57BI/6JrJ a la dose de 200 mg/kg a permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et stable avec des
signes électrophysiologiques de neuropathie périphérique et une cassure de la courbe du

poids corporel.
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Figure 5 : Evaluation de ['administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ

La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 8 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 200mg/kg.
Les données moyennées (moyenne + ecart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05 **P<0.01 Taille des groupes : souris
contrbles (n=10), souris STZ 200 mg/kg (n=10)
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C) Evaluation de ’administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ

En paralléle a cette induction d’un syndrome métabolique hyperglycémique avec une
dose de STZ»00, Une autre évaluation a été faite : induire une hyperglycémie sans atteinte du
seuil hyperglycémie pathologique du taux de glycémie (300mg/dL) pour mimer une
hyperglycémie a « bas bruit », c¢’est-a-dire sans expression clinique sur les parameétres
physiologiques étudiés (poids corporel, vitesse de conduction neurale). Cette réflexion est

survenue suite aux résultats obtenus pour [’évaluation de [’administration de la STZ150.

Nous examinons dans ce nouveau protocole I’effet de [’administration unique de STZ
injectée a la dose de 125 mg/kg (STZizs) sur un groupe de 8 souris males traitées,
comparativement a un groupe controle de 11 souris mdles. Lors de [’administration de la

STZ125, toutes les souris étaient &gées de 6 semaines.

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ125

Aprées injection d’une dose unique de STZ125, une augmentation non significative du taux
de glycémie est observée pour le groupe traité STZ125. Cette augmentation est variable entre les
individus avec certaines souris atteignant le seuil hyperglycémie pathologique 8 semaines apres
injection et d’autres ayant une glycémie proche du groupe controle
(Glyto-stz125= 150,1 + 11,5 mg/dL, Glyssj-stz125= 253,8 + 116,5 mg/dL). Cette variabilité est
similaire a I’étude utilisant la dose de STZ150. Sur un total de 8 souris injectée STZ125, seulement
3 souris injectée STZi»s ont eu une hyperglycémie pathologique atteignant le seuil

hyperglycémie pathologique (>300mg/dL) (cf. Figure 3 panel A).

Evolution du poids corporel suite a2 I’administration de STZ125

En parall¢le a la mesure du taux de glycémie, 1’évolution du poids corporel mesuré tout le
long des 16 semaines (112 jours) d’évaluation suite a I’administration de STZ125 a été similaire
entre le groupe traité STZi»s et le groupe contrdle (PCiigj-stzizs= 28,7 + 09 g,
PC112j-cti= 27,9 £ 1,4 g) (cf. Figure 3 panel B).
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Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ125

Ce profil d’évolution identique du poids corporel entre les animaux traités STZ1os5 et les
animaux controles est retrouvé avec la mesure de la vitesse de conduction neurale. Une stabilité
de la vitesse a été mesurée sur 9 semaines (63jours) post injection entre le groupe contrdle et le
groupe traité STZ125 (VCNe3j-stz125= 26,4 + 1,9 m/s, VCNeszjct= 25,4 + 1,6 m/s) (cf. Figure 3
panel C).

Conclusion protocole 1.1 STZa2s chez les souris C57BI/6JrJ

Nous avions constaté avec 1’administration d’une dose unique STZ150 que certaines souris
traitées développaient une hyperglycémie pathologique et d’autres avec une hyperglycémie qui
n’atteignaient jamais le seuil hyperglycémie pathologique. Nous avons donc souhaité examiner

si une dose plus faible pouvait également induire une hyperglycémie a « bas-bruit ».

La STZ injectée sur des souris C57BI/6JrJ a la dose de 125 mg/kg n’a pas permis
d’induire une hyperglycémique a « bas-bruit » ¢’est-a-dire sans expression clinique sur

les parametres physiologiques étudiés (poids corporel, vitesse de conduction neurale).

41



600

500 4 v v v
= ¥
hs)

A & 400 4
E
™ Diabetic threshoid f T
g 300 =
5 v
E h
o - T
g 200 4 I’F‘
o ¢
100 4 v * .
0 T T T T T T
0 20 40 0 80 100 120
Time (days)
40
—w— STZ125mg/kg mice
—a&— Control mice
35 4 .

— 30 4

=2

<

[=2]

5]

B z 25
20
15 4
T . . T T T
0 20 40 60 80 100 120
Time (days)
35

— L]

@ w0 4

£

=

3

T 29

2
[ =
o
C e
T 20 4
C
[s]
(5]
(1]
=
£ 151
10

! T T T .
0 20 40 60 80 100
Time (days)

Figure 6 : Evaluation de ’administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris
C57BI1/6JrJ.

La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont eté réalisées pendant 16 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les données individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05 **P<0.01
Taille des groupes : souris contrbles (n=11), souris STZ 200 mg/kg (n=8).
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Conclusion protocole n° 1 Syndrome métaboligue hyperglycémique sur la souche de
souris C57BI/6JrJ

L’objectif de ce protocole n° 1 était d’établir un modéle de syndrome métabolique
hyperglycémique (SMH) sur la souche de souris C57Bl/6Jr]. Nous avons ainsi a 1’aide d’une
dose unique de STZxo injectée en IP constaté une hyperglycémie sévére pathologique
(>500mg/dL) et chronique qui est observée 48h apres 1’administration de STZ200. NOUs avons
également constaté que ce SMH qui est associé avec des altérations de la croissance de la courbe

de poids corporel et des mesures électrophysiologiques.

Dans la suite de ce projet, nous reproduirons -sur cette souche de souris C57BI/6JrJ-
ce «modéle » de SMH avec STZ»00 pour étudier les possibles altérations associées de la
fonction auditive (Etude n°2).

De méme, nous ne réutiliserons pas les doses STZ1s0 et STZ125 qui sont trés intéressantes
car elles induisent un tableau clinique d’hyperglycémie a « bas-bruit ». En effet, elles ne sont
pas associées avec des signes caractéristiques d 'une pathologie « diabétique » que sont la perte
de poids et la neuropathie périphérique. Néanmoins, cette hyperglycémie a « bas-bruit », qui
est tres variable d’'un individu a [’autre, pourrait sans doute avoir (a plus ou moins long terme)
des effets vasculaires et neurologiques subcliniques (sans expression). Cette situation a « bas-
bruit » pourrait étre retrouvée chez des patients diabétiques dont la pathologie est en cours

d’installation et qui s’ignorent malades.
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V) Protocole n°2 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la
souche de souris C57BI/6NrJ

Apres avoir testé difféerentes doses de STZ pour induire un syndrome métabolique
hyperglycémique sur une méme souche (C57Bl/6Jr]), [’étude sur une autre souche a été
envisagée. Une souche proche de la souche C57BI/6JrJ a été choisi en utilisant la souche
C57BI/6NrJ.

1l y a peu d’études disponibles dans la littérature qui utilisé la souche C57BL/6NrJ qui
présente des caractéristiques proches de la C57BL/6JrJ. Cependant la souche C57BL/6NrJ
n’est pas porteuse de la mutation du gene Nnt (Nicotinamide Nucleotide Transhydrogenase)
contrairement a la C57BL/6JrJ. Elle peut donc servir de témoin - en comparaison a la
C57BL/6JrJ- dans les études métaboliques mettant en jeu les mécanismes de tolérance au

glucose.

L’objectif de ce second protocole est d’examiner sur la souche de souris C57BI/6NrJ
I’impact de I’administration d’une seule dose de STZ (par injection IP) a la dose de 150
mg/kg et de 200 mg/kg.
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A) Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris
C57BI/6NrJ

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ1s0

Pour cette seconde souche de souris C57BI/6Nr], 48h aprés I’injection d’une dose
unique de STZis0, une augmentation du taux de glycémie est observée pour le groupe traité
STZis0 rapport au groupe controle (Glyw.stziso = 1485 + 16,9 mg/dL,
Gly2j.stz150 = 237,7 £59,2 mg/dL , Gly2j-ctl = 147,3 + 16,2 mg/dL). Cette augmentation s’est
poursuivie jusqu’a 2 semaines post-injection et est restée stable sur les 8 semaines de suivi
atteignant la limite du lecteur de glycémie (>500 mg/dL). Une seule des souris traitées n’a pas
atteint le seuil hyperglycémie pathologique (cf. Figure 4 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ150
En comparaison avec le groupe d’animaux contréle, les animaux traités avec STZiso
présente une courbe de croissance identique. Aucune différence significative du poids corporel

entre ces 2 groupes d’animaux n’a ¢été observée a 8 semaines post-injection

(PCsegj-stz150 = 27,4 £ 0,8 g, PCsgjctt = 28,8 + 1,29) (cf. Figure 4 panel B).

Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ 150

Les animaux traités avec STZiso présentent en moyenne une VCN qui reste identique
sur les 6 semaines de suivi et sans différence significative comparativement aux animaux
controles (VCNagj-stz1s0 = 23,5 + 3,0 m/s, VCNuzj-cu = 24,3 + 0,4 m/s). Cependant, a la 8°™m
semaine, nous avons constaté une augmentation de la VCN chez le groupe d’animaux contrdle,
qui n’est pas observée chez les animaux traites avec STZiso (tendance sans différence

significative, test T, p = 0,057) (cf. Figure 4 panel C).
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Conclusion protocole 2.1 STZ1s0

A T’issu de ce protocole examinant sur cette seconde souche de souris C57BIl/6NrJ
I’impact de I’administration d’une dose unique STZ1s0, nous constatons qu’une hyperglycémie
pathologique sévére a été induite durant les 8 semaines de suivi post-injection. Néanmoins, les
autres parameétres physiologiques étudiés dans ce protocole -que sont le poids corporel (PC) et
la vitesse de conduction du nerf caudal (VCN)- ne présentaient pas d’évolution différente

comparativement au groupe d’animaux contréle.

La STZ injectée sur des souris C57BI/6NrJ a la dose de 150 mg/kg a permis
d’induire une hyperglycémique pathologique mais sans expression clinique sur les autres

parameétres physiologiques étudiés (poids corporel, vitesse de conduction neurale).

Il s’agit d’un nouveau tableau clinique totalement différents des précédents. Nous
avions décrit avec la souche de souris C57BI/6JrJ soit une hyperglycémie pathologique associée
a des altérations des parameétres physiologiques (PC et VCN) avec une administration de STZ200
ou une hyperglycémie a « bas-bruit » n’atteignant pas le seuil hyperglycémie pathologique
(>300mg/dL) et sans modification notable des altérations des parameétres physiologiques (PC
et VCN).

Avec cette seconde souche de souris C57B1/6NrJ et I’administration de STZ1s0 nous
observons une hyperglycémie pathologique (>300mg/dL) sans signe clinique associé (perte de

poids ou a une neuropathie périphérique).
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Figure 7 : Evaluation de [’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris

C57BI/6NrJ.
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La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 8 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 150mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05

Taille des groupes : souris contréles (n=4), souris STZ 150 mg/kg (n=6)
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B) Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6NrJ

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ.200

Tout comme pour les souris C57BI/6NrJ traitées avec une dose unique de STZ1s0 mg/kg,
une augmentation significative du taux de glycémie a été observée pour le groupe traité STZ200
48h apres 1’injection. Toutes les souris injectées ont atteint le seuil hyperglycémie pathologique
et méme la limite du lecteur 48h aprés injection (Gly2j-STZ150 = 472,5 + 29,8 mg/dL,
Gly2j-ctl = 147,3 £16,2 mg/dL) (cf. Figure 5 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ200
Cette forte augmentation du taux de glycémie est associée avec une perte de poids
corporel des souris traitées STZxoo par rapport aux souris contrdles. Cette perte de poids

corporel a été observée jusqu’a 3 semaines post-injection.

Apreés le point a 3 semaines post-injection, seule une souris traitée STZ2o0 (Sur un
nombre initial de 12) a été suivi et nous avons constaté une reprise de poids corporel avec un

courbe de croissance paralléle a celle des animaux contrdles (cf. Figure 5 panel B).

Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ200

Il n’a pas été possible de réaliser un suivi sur un période de 8 semaines une mesure de
la vitesse de conduction neurale sur un groupe d’animaux traité STZ200 qui présentait un état de
bien-étre qui s’est dégradé (cf. Figure 5 panel C). Ces animaux ont di étre sacrifiés dans le

cadre du bien-étre animal pour minimiser la souffrance engendrée (régle des 3R).

Conclusion protocole 2.2 STZ200 sur les souris C57BI/6NrJ

L’administration d’une dose STZ200 a été trés impactante sur 1’état sanitaire et de bien-
étre des animaux traités. Selon les régles éthiques et afin de minimiser la souffrance engendrée,

nous a été contraint de sacrifier ces animaux traités.

La STZ injectée sur des souris C57BI/6NrJ a la dose de 200 mg/kg est toxique pour

les animaux traités et ne permet pas de poursuivre les études a cette dose.
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Figure 8 : Evaluation de [’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6NrJ.



La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 8 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 150mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test **P<0.01 ***P<0.001

Taille des groupes : souris contrdles (n=4), souris STZ 150 mg/kg (n=12).

Conclusion protocole n° 2 syndrome métabolique hyperglycémigue sur la souche de souris
C57BI/6NrJ

L’objectif de ce protocole n° 2 était d’établir un modéle de syndrome métabolique

hyperglycemique (SMH) sur la souche de souris C57BI/6NrJ.

Si une dose unique de STZiso injectée en IP a induit une hyperglycémie sévere
pathologique (>500mg/dL) et chronique, celle-ci n’est pas associée avec des altérations de la
croissance de la courbe de poids corporel et des mesures électrophysiologiques, sur une période

de suivi de 8 semaines.

D’autre part, la dose unique de STZ200 injectée en IP est toxique et ne permet pas

d’envisager de poursuivre les investigations.

Dans la suite de ce projet, nous ne continuerons pas a travailler avec cette souche de
souris C57BI/6NrJ. Il faut sans doute maintenir au-dela de 8 semaines les souris recevant une
dose de STZ150 pour sans doute observer des modifications des marqueurs physiologiques
étudiés (poids corporel, vitesse de conduction neurale) et peut-étre des marqueurs

physiologiques de la fonction auditive.

51




V) Protocole n°3 : Syndrome métabolique hyperglycémique sur la
souche de souris CBA/JrJ

Dans la littérature scientifique, un nombre plus restreint d’études est disponible sur
[’étude des conséquences de I’administration de STZ sur la souche de souris CBA/JrJ. Par
exemple, et de fagon étonnante, une seule étude a décrit la neuropathie douloureuse sur cette

souche CBA/JrJ dans le cadre d’'une hypoglycémie (Zhang et al., 2016).

Notre choix s’est porté sur de cette souche de souris CBA/JrJ, car comparativement a
la souche de souris C57Bl/6JrJ qui présente des pertes auditives précoces liées a l’age (des 2-

3 mois d’dge), elle présente une fonction auditive stable sur pres 2 ans.

Et l’objectif de notre projet est d’étudier les conséquences de ’installation d’'un SMH

sur la fonction auditive tant sur la souche C57BI/6JrJ que la souche CBA/JrJ.
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A) Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris
CBA/Jrd

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ1s0
Nous avons constitué un groupe contrdle de 6 souris méles et un groupe de 10 souris
males traitées STZ1s0. Lors de I’administration de la STZ1s0, toutes les souris étaient agées de

6 semaines.

Suite a ’administration d’une dose unique STZiso, le taux moyen de glycémie des
animaux traités présente une augmentation lors de la mesure effectuée a 7 jours apres
administration de STZ1s0 (Glyto-stz150 = 165,0 £ 20,8 mg/dL; Glyzj-stz150=212,4 £ 30,8 mg/dL).
Parmi les animaux traités STZ1so, 7 sur 10 présentent cette augmentation du taux de glycémie
pour dépasser a 8 semaines (56 jours) de suivi aprés I’administration de STZis0 le seuil
hyperglycémie pathologique. Les 3 autres souris traitées STZ1so, présentent une hyperglycémie
non pathologique par rapport aux animaux controles et ceci sur les 30 semaines de suivi (cf.

Figure 6 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ1s0

Durant les 30 semaines de suivi apres I’administration de STZ1s0, les 10 souris recevant
de la STZ1s50 ont montré en moyenne une prise de poids corporel similaire aux souris contréles
(PCu12j-stz150= 31,0 £ 2,8 g, PC112j-ct= 31,0 £ 2,0 g) (cf. Figure 6 panel B).

Evolution de la vitesse de conduction neurale suite 2 ’administration de STZ150

En moyenne, aucune différence pour la mesure de la vitesse de conduction neurale n’a
¢été observée entre les 2 groupes durant les 30 semaines de suivi apres I’administration de STZ1s0

(VCNu112j -sTz150= 24,9 £ 2,5 m/s, VCNu1oj ct1 25,7 £ 1,2 m/s) (cf. Figure 6 panel C).
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Conclusion protocole 1.1 ST Ziso chez les souris CBA/JrJ

L’administration d’une dose unique STZiso sur la souris de souris CBA/JrJ montre
I’installation d’une hyperglycémie pathologique 8 semaines apres 1’injection de STZ150 mais
sans modification des marqueurs physiologiques étudiés que sont la prise de poids ou de la
vitesse de conduction du nerf caudal, au cours des 30 semaines de suivi des animaux.
Néanmoins, I’induction de I’hyperglycémie pathologique n’est pas obtenue sur la totalité des

animaux injectés STZ;so.

La STZ injectée sur des souris CBA/JrJ a la dose de 150 mg/kg n’a pas permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de facon stable chez

le groupe traité.
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Figure 9 Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 150 mg/kg sur des souris
CBA/Jrd.



La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 30 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 150mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05 ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles (n=6), souris STZ 150 mg/kg (n=10).
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B) Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
CBA/Jrd

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ.200

Nous avons constitué un groupe contréle de 6 souris méales et un groupe de 8 souris
males traitées STZz00. Lors de I’administration de la STZ200, toutes les souris étaient agées de
6 semaines. Suite a I’administration d’une dose unique STZ200, Seulement la moitié des souris
traitées STZ2o0 (4/8) ont présentées une augmentation rapide du taux de glycémie et dépassant
le seuil hyperglycémie pathologique au 7°™ jour aprés 1’injection STZz200. De fagon étonnante,
’autre moitié¢ de souris ont présentées une augmentation retardéee et lente du taux de glycémie.
Elles ont méme dépassé le seuil hyperglycémie pathologique au 112°™ jour aprés I’injection
STZ0. Puis une baisse progressive du taux de glycémie a ensuite été observé sans jamais

atteinte des valeurs normatives (cf. Figure 7 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ200

Durant les 30 semaines de suivi aprés 1’administration de STZ200, en moyenne les
courbes de croissance du poids corporel des groupes contréles et traités STZ200 Se superposent.
Toutefois, nous constatons que certaines souris (2/8) traitées STZ2q0 -qui présentent un taux de
glycémie pathologique- voient leur poids corporel subir une cassure 12 semaines apres
I’injection de STZ200. (cf. Figure 7 panel B). Nous remarquons egalement que les souris traitées
STZx0 qui ont présenté ce rebond hyperglycémique pathologique transitoire présentent un
poids corporel supérieur a la courbes moyenne de croissance des souris contréles (cf. Figure 7

panel B).

Evolution de la vitesse de conduction neurale suite 2 I’administration de STZ.200

En moyenne, aucune différence pour la mesure de la vitesse de conduction neurale n’a
€té observée entre les 2 groupes durant les 12 premieres semaines de suivi apres 1’administration
de STZ200. Mais par la suite, les souris traitées STZ2q0 Voient leur vitesse de conduction neurale
rester stable comparativement a une augmentation observée chez les animaux contrdles (cf.

Figure 7 panel C).
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Conclusion protocole 1.1 STZ200 chez les souris CBA/JrJ

L’administration d’une dose unique STZ200 Sur la souris de souris CBA/JrJ laisse
apparaitre une variabilit¢ dans 1’installation de I’hyperglycémie pathologique. Si cette
hyperglycémie pathologique s’installe, elle apparait trés rapidement dans la semaine qui Suit

I’injection de STZ200 et elle se maintient tout au long des 30 semaines de suivi des animaux.

Nous avons observé chez certaines souris traitées STZ2o0 qui ont présenté un phénomene
de rebond hyperglycémique pathologique transitoire qui ne se maintient pas mais qui est suivi

d’une hyperglycémie non pathologique.

La STZ injectée sur des souris CBA/JrJ a la dose de 200 mg/kg ne permet pas

d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique chez I’ensemble des souris injectées
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Figure 10 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
CBA/Jrd.

La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 30 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 200mg/kg.
Les donnees moyennees (moyenne + écart type) et les données individuelles sont représentées
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. Taille des
groupes : souris controles (n=6), souris STZ 200 mg/kg (n=8).
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C) Evaluation de ’administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris
CBA/JrJ

Evolution du taux de glycémie suite a I’administration de STZ125

Nous avons constitué un groupe contréle de 6 souris méles et un groupe de 8 souris
males traitées STZ12s. Lors de I’administration de la STZ125, toutes les souris étaient agées de
6 semaines. Suite a I’administration d’une dose unique STZ125, seulement une des souris traitées
STZ1xs (1/8) a présenté une augmentation du taux de glycémie et dépassant le seuil
hyperglycémie pathologique au 56°™ jour aprés I’injection STZ125. Le reste des souris traitées
a montré une hyperglycémie légérement supérieure aux souris  controles
(Glysgj-stz150 = 206,4 + 51,5 mg/dL; Glyssj-stz150 = 150,3 + 4,0 mg/dL) (cf. Figure 8 panel A).

Evolution du poids corporel suite a I’administration de STZ12s

Durant les 16 semaines de suivi aprés 1’administration de STZ12s, les 8 souris recevant
de la STZ125 ont montré en moyenne une augmentation de leur poids corporel par rapport aux
souris contrbles (PC11j-stz150= 35,4 + 3,4 ¢, PC112j-cu= 31,0 + 2,0 g) (cf. Figure 8 panel B).

Evolution de la vitesse de conduction neurale suite a I’administration de STZ.125

En moyenne, aucune différence pour la mesure de la vitesse de conduction neurale n’a

¢€té observée entre les 2 groupes durant les 16 semaines de suivi apres I’administration de STZ125

(VCNayj-stz125= 26,4 £ 1,9 m/s, VCNasj-cu 25,4 + 1,4 m/s) (cf. Figure 8 panel C).

Conclusion protocole 3.3 STZ125 chez les souris CBA/JrJ

L’administration d’une dose unique STZ125 sur la souris de souris CBA/JrJ ne montre
pas d’installation d’une hyperglycémie pathologique. Certaines souris présentant une
modification de leur taux de glycémie voient leur poids corporel augmenter plus rapidement

que les souris controles.

La STZ injectée sur des souris CBA/JrJ a la dose de 125 mg/kg n’a pas permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de fagon stable chez

le groupe traité.
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Figure 11 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 125 mg/kg sur des souris

CBA/Jrd.
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La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 30 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 125 mg/kg.
Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05. Taille des groupes : souris contréles
(n=6), souris STZ 125 mg/kg (n=8).

Conclusion de ’étude 1 : Induction d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur des

modeéles murins

L’objectif de cette ¢tude n°1 était d’induire -par une approche pharmacologique- un

syndrome métabolique hyperglycémique a I’aide d’une injection de streptozotocine sur 3

souches de souris : C57BI/6JrJ, C57/BI6NrJ et CBA/Jr].

Les premiers tests d’induction d’'un SMH par injection d’une substance chimique, la
streptozotocine (STZ), ont montré une grande variabilité selon la souche murine ou encore la

dose de STZ administrée.

Les expérimentations menées sur la souche de souris C57/BI6NrJ ne nous ont pas permis
d’obtenir un SMH avec la dose de STZ1s0. Seule ’hyperglycémie pathologie a été mesurée et
elle n’est pas associée avec des altérations de la croissance de la courbe de poids corporel et des
mesures électrophysiologiques, sur une période de suivi de 8 semaines. Nous avons décidé de
ne pas poursuivre les investigations avec 1’administration de STZ2go Sur cette souche
C57/BI6NrJ. EN effet, nous avons constaté que la STZ présentait une toxicité importante qui

altérait rapidement et profondément de 1’état général des animaux traitées STZ2oo.

Une de nos réflexions serait que la souche C57/BI6NrJ présenterait une sensibilité plus marquée
ala STZ illustrée par une hyperglycémie pathologie facilement induite et associée ou non a une

dégradation de 1’état général des animaux.

Concernant les deux souches C57BI/6JrJ et CBA/Jr], les expérimentations menées nous
ont permis de valider que I’administration de STZ200 induisait un SMH rapide, stable avec

I’ensemble des altérations du taux de glycémie, du poids corporel et des vitesses de conduction.
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Tout au long du suivi quotidien apporté aux animaux, nous avons établi un score de
bien-étre animal a 1’aide de I’échelle de score de condition physique et adaptée a notre projet

(Ullman-Culléreé et Foltz, 1999).

L’état de santé global des animaux est tres légerement modifié mais reste tout a fait
acceptable comparativement a celui des animaux controles (cf. résultats fiches). En aucun cas
les animaux ayant recu une dose de STZ2go n’ont présent une dégradation de 1’état de santé
global, pouvant ainsi étre associé a une souffrance engendrée par 1’administration de la STZ 0.
La réglementation en vigueur nous contraint a réduire ou a supprimer la souffrance animale et
donc par conséquent en dernier recours a sacrifier les animaux et donc interrompre les

expérimentations.

Au sujet de la souche CBA/JrJ, nous avons constaté que -dans une méme série- les souris
ayant recu I’injection IP de STZ en dernier ne développaient pas de SMH contrairement aux
premiéres souris injectées. 1l y avait donc un effet temporel. Nous savions que la STZ était peu
stable et son efficacité diminuait rapidement apres sa mise en solution. Donc, dans la suite de
nos travaux, nous avons revu notre procédure d’injection de la STZ en favorisant des lots avec
un petit nombre d’animaux pour étre str de la stabilité de la STZ et de son action diabétogene

identique sur I’ensemble des souris de ce méme lot.

Dans la prochaine étude n°2 nous souhaitons examiner si un SMH peut étre associé ou
non a des altérations de la fonction auditive. Et pour cela, nous conserverons le protocole avec
une dose de STZzq0 pour les deux souches C57BI/6JrJ et CBA/JrJ.
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Discussion — Partie 1 Diabéte

I) Avant-propos

A) Pourquoi le choix du terme « syndrome métabolique hyperglycémique » (SMH) a
la place de « diabéte »

Dans ce projet sur un modele animal, les conséquences d’une maladie métabolique
prévalente, le diabéte, sont étudiées et plus particulierement les effets possibles sur la fonction

auditive.

Le diabéte est une maladie humaine se développant a partir de plusieurs facteurs selon la
pathogenese associée (type 1, 2, 3 ou gestationnel). Cette pathologie est difficile a modéliser
dans son entiereté avec tous les mécanismes physiopathologiques de 1’état diabétique et ses

complications liées (Pandey et Dvorakova, 2020).

Le modele animal diabétique est ici utilisé car il n'existe pas de méthode in vitro ou in silico
qui reproduise I'état multifactoriel complexe de I'apparition du diabéte ou I'interaction avec un

systeme immunitaire tel que retrouvé chez I'nomme (Graham et Schuurman, 2015).

En fonction du résultat recherché, I'accent peut étre mis sur les modeles qui imitent la
manifestation des symptémes dans I'état clinique, les similitudes biologiques sous-jacentes, ou
les deux (McGonigle et Ruggeri, 2014).

Les modeles de rongeurs du diabéte de type 1 induit chimiquement sont couramment utilisés
dans les études sur la prévention, les mécanismes immunologiques et la fonction métabolique

de la pathologie humaine (O’Brien et al., 2014).

Dans ce projet, un modéle animal induit chimiquement a été mis en avant. Le modeéle établi
au cours de ce travail a été un modele induit qui a conduit a une destruction des cellules 3 des
ilots de Langerhans du pancréas. Cette approche a permis de mimer une pathologie proche du

diabéte de type 1 en utilisant également des animaux jeunes (4gés de 6 semaines a I’induction).

Le modéle Streptozotocine (STZ) est le plus utilisé dans la littérature pour induire une
pathologie diabétique. Ce modeéle est plus communément utilisé pour des études de
transplantation des cellules B pancréatiques ou de thérapie génique (Deeds et al., 2011). Ici, le

modele est utilisé pour son faible codt, la faisabilité sur un échantillon de grande taille et la
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capacité de la STZ a détruire les cellules B pancréatiques causant une hyperglycémie. Le modéle

murin de STZ a une valeur translationnelle modérée par rapport a la condition clinique.

D’autres modéles murins existent, comme le modeéle spontané auto-immun (Non-Obese
Diabetic mouse (NOD mouse)) ou le modéle induit génétiquement (AKITA ou db/db). Ces
modeles sont aussi utilisés pour comprendre les mécanismes du diabéte de type 1. Cependant,
ils ont démontré des limites comme un codt plus élevé ou une induction variable de la maladie.
(O’Brien et al., 2014 ; King 2012)

Les modeles, passant par des régimes alimentaires riches en graisses, se rapprochent du
contexte clinique d’un diabéte de type 2 mais ils ne sont pas réellement spontanés. En effet, une

« contrainte » alimentaire non naturelle a été établie pour ces animaux.

Dans ce projet, le choix s’est porté d’induire une pathologie humaine chez différentes
souches de souris a I’aide d’une substance chimique, la STZ. C’est pourquoi le terme de
« syndrome métabolique hyperglycémique » (SMH) est utilisé car il parait plus approprié

a la situation étudiée que le terme « diabete ».

B) Pourquoi le choix du modele murin
Le choix de faire cette recherche sur un modele murin s’explique par le fait que c’est un

modele grandement étudié dans la littérature scientifique. Il a donc été possible de comparer

nos résultats avec ceux publiés dans la littérature.

Le modele murin est plus facilement manipulable, peu cher avec la possibilité d’étudier sur
un échantillon de plus grande taille contrairement a d’autres mode¢les fréquemment utilisé dans
la recherche sur le « diabéte » ou sur la physiologie et les pathologies de la fonction auditive
(rat, chinchilla, primates non humains). Egalement, le choix de ce modéle murin nous a permis

de réduire la quantité de STZ utilisée donc de réduire le colt des consommables.

Des animaux males ont éte utilisés pour ne pas introduire de biais expérimental lié a I’cestrus
chez la femelle (Le May et al., 2006). Les rongeurs présentent une différence substantielle entre
les sexes en ce qui concerne la sensibilité a la STZ. Les souris et les rats males ont tendance a
étre plus sensibles au « diabéte » induit par la STZ (Deeds et al., 2011). Cette différence peut
étre significative, avec peu ou pas de sensibilité chez les souris femelles et une hyperglycémie
sévere chez les souris males recevant des doses identiques (Kolb, 1987 ; Leiter, 1982). Les
animaux males sont utilisés dans la trés grande majorité des études réalisées dans notre unité

de recherche, ce qui facilite la comparaison des données issues des diverses expérimentations
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précédemment réalisées (Souchal et al., 2018 ; Petit et al., 2014 ; Rondon et al., 2010).
Cependant, il aurait été également intéressant et pertinent d’utiliser des animaux femelles pour
comparer les effets d’un SMH sur la fonction auditive.

Au sein du laboratoire, 1’équipe possede une grande expertise dans 1’utilisation de mode¢les
murins dans 1’étude de la fonction auditive. Les modéeles de souris, ici utilisés, présentent une
variabilité phénotypique de la fonction auditive. La souche C57BI/6Jr] présente une
dégradation de sa fonction auditive dés le 2° mois de vie (Zheng et al., 1999). Elle est connue
pour étre le modéle de vieillissement précoce et de presbyacousie (surdité liée a 1’age). Dans ce
projet, la souche C57Bl/6Jr] a été choisi pour mesurer I’impact d’'un SMH sur la fonction
auditive. Ce modele de souris présente une dégradation précoce spontanée de sa fonction
auditive par rapport a un modéle ayant une fonction auditive stable dans le temps. Pour la
comparaison avec un modele ayant une fonction auditive stable dans le temps, le choix s’est
porté sur la souche CBA/Jr]. Cette souche est connue pour étre robuste physiologiquement
(contrairement a la souche C57Bl/6Jr] et a d’autres souches) et pour posséder une fonction
auditive stable sur prés de 2 ans (Ohlemiller et al., 2010 ; Spongr et al., 1997). L’équipe a
¢galement utilisé une autre souche dans ses recherches, la souche CD1. Cette souche n’a pas
été utilisée dans cette étude pour sa vulnérabilité a un vieillissement précoce de sa fonction
auditive (déficience avant 30 jours d’age) (Souchal et al., 2018). Pour cette raison, nos travaux

ne se sont concentrés que sur 1’étude des souches C57B1/6Jr] et CBA/J1].

C) Choix d’animaux « jeunes »

Pour cette étude, I’utilisation d’animaux « jeunes » a été choisi pour plusieurs raisons. La
plupart des personnes diabétiques diagnostiquées (prés de 90%) sont atteints du diabete de type
2. Le diabete de type 2 a comme principal facteur d’incidence 1’age. C’est une pathologie qui
survient a un age avancé pour la plupart des personnes atteintes. Afin de montrer 1’effet d’un
diabete sur la fonction auditive, le facteur de I’age a été exclu du projet en utilisant des animaux
jeunes. La souche C57BI/6JrJ est un modele animal de vieillissement précoce dés le 2° mois
d’age, en particulier de la fonction auditive avec la délétion du gene Ahl. A partir du 6° mois,
cette souche est atteinte d’une perte auditive neurosensorielle sévere sur les hautes fréquences
(Walton et al., 2008). Pour réduire le biais de ce facteur de vieillissement précoce liée a I’age
et obtenir des valeurs viables, 1’age des animaux s’est porté avec une induction d’un SMH a 6
semaines d’age. Avec toutes les réserves possibles, ceci nous conduit a avoir un modéle plus

proche d’un diabéte de type 1 que d’un diabéte de type 2 sachant que le diabéte de type 1 se
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déclenche principalement a 1’age enfant/adolescent. Cependant il serait intéressant de faire des
¢tudes sur des animaux plus 4gés pour mimer un modele plus proche d’un diabéte de type 2.
Mais les résultats qui pourraient étre recueillis sur la souche C57BI/6JrJ seraient a prendre avec
la plus grande précaution de par le fait de la perte auditive neurosensorielle précoce se
produisant avec ce modele. Pour comparer par rapport a 1’utilisation d’animaux jeunes pour la

souche C57BI/6Jr], il est logique d’utiliser également des souris jeunes de souche CBA/JrJ.

D) ChoixdelaSTZ

Pour induire un modele « diabétique » ou de SMH, la STZ a été utilisé. Cette substance
chimique est la plus communément utilisée pour induire un modele animal diabétique
(Kottaisamy et al., 2021). L’utilisation de la STZ est reconnue comme étant une substance
diabétogéne qui détruit sélectivement les cellules B des cellules pancréatiques (Rakieten et al.,

1963). La STZ est également une substance cytotoxique analogue au glucose comme 1’alloxane.

La STZ a été préféré a 1’alloxane pour sa meilleure capacité a provoquer une hyperglycémie
insulinodéficiente sans induire de symptdmes cachexiques aigus ou la mort des animaux traités
(Jolivalt et al., 2016 ; Mansford and Opie, 1968). La STZ doit tout de méme étre manipulé avec
précaution. Elle reste une substance toxique pour ’homme et son utilisation en expérimentation
se fait dans le respect des bonnes pratiques de laboratoire. Cette substance reste tout de méme
controversée pour induire un «diabete » en voulant comparer avec les mécanismes

pathophysiologiques se passant chez I’homme.

Comme précédemment dit, des modéles génétiquement induits existent (souris AKITA,
souris db/db). Cependant, leur utilisation nécessite un co(t plus important que la STZ ainsi
qu’une contrainte liée a I’environnement de travail. Ces souris génétiques doivent étre hébergés
dans une animalerie avec un environnement spécifique : une zone EOPS (Exempt d'organisme
pathogene spécifique). Au sein de notre etablissement, dans cette zone, il n’existe pas de piece
d’expérimentation pour effectuer des explorations auditives. Il aurait été donc nécessaire de
sortir les animaux de cette zone pour réaliser les tests puis les réintroduire dans la zone EOPS.

Selon les régles en vigueur dans les environnements EOPS, ¢’est incompatible de le réaliser.

Pour le modele d’induction de diabéte spontané auto-immun (souris NOD), leur utilisation
nécessite un cott élevé par rapport a 1’utilisation de STZ ainsi une disponibilité absente en

France auprés des fournisseurs d’animaux de laboratoire.
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Pour la modélisation d’un syndrome s’approchant d’un diabéte de type 2, I’induction par
un régime alimentaire riche en graisses a été envisagé. Cependant, cette induction aurait été
longue dans le temps (au minimum 6 mois d’expérimentation) et incompatible avec la

contrainte d’une évaluation auditive sur le modeéle murin C57B1/6Jr].

Pour ces raisons, 1’induction d’un diabéte ou d’un SMH a été privilégié par I’injection de
STZ qui a permis d’induire des symptbmes retrouves chez les patients diabétiques
(hyperglycémie, perte de poids, neuropathie périphérique) rapidement pour effectuer une

évaluation de la fonction auditive.

I1) Discussion étude 1 Induction d’un SMH

Dans la littérature scientifique, les études utilisant la STZ sur des modéles murins pour
induire « un diabéte » (selon les auteurs), se focalisent principalement a un suivi du taux de
glycémie et une surveillance du poids corporel comme facteurs de contréle de mise en place du
diabete (Furman et al., 2021 ; Jolivalt et al., 2016).

a) Hyperglycémie liée a I’injection de STZ

La mesure du taux de glycémie est le test communément utilisé pour diagnostiquer un
diabéte. Dans un diabéte de type 1, ’augmentation du taux de sucre est due a la destruction des
cellules B pancréatiques qui produisent 1’insuline. La perte de production d’insuline provoque
une dérégulation du sucre dans le sang induisant ainsi son augmentation. Dans notre étude, la
STZ détruit les cellules B pancréatiques a travers les transporteurs GLUT-2. Selon nos souches
utilisees (C57BI/6JrJ, C57BI/6NrJ, CBA/JrJ), une grande variabilité de réponses du taux de
glycémie a été mesurée selon la dose de STZ injectée. Pour avoir la meilleure efficacité de la
STZ, certaines études ont montré que les animaux devaient étre mis a jeun la nuit précédant
I’injection (Jolivalt et al., 2016). Une réduction des réserves glucidiques circulant pendant le
jetine permet d'augmenter 1'absorption de la STZ dans les cellules B pancréatiques a travers les

transporteurs GLUT-2 et d'augmenter les chances de réussite de I'induction du diabéte.

Dans notre protocole, les animaux ont été mis a jeun seulement 6 heures avant I’injection

de la STZ. Les souris étant des animaux crépusculaires, la phase diurne a été privilégié pour la
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mise a jeun, ce qui correspond a leur phase de repos. Cette phase de repos correspond a ce qui
est préconisé chez I’homme (mise a jeun la nuit durant la phase de repos) avant un examen
médical nécessitant un jeline au préalable. La variabilité des réponses observées dans notre
étude pourrait étre expliquée par la capacité de certains animaux a conserver des réserves

glucidiques apres ce jedne.

Jolivalt et al., 2016 ont montré qu’une unique dose de 180-200 mg/kg de STZ pouvait
provoquer la mort de 10 a 50% de leur échantillon (1 semaine aprés 1’injection de STZ). Le
reste de leur échantillon a montré une insulinopénie marquée accompagné d’une perte de poids

conséquente et d’un décés prématuré si de I’insuline exogéne ne leur était pas injectée.

Au début de notre protocole, afin d’éviter un décés prématuré a nos animaux suite a
I’administration de STZ, la dose de 150 mg/kg de STZ (STZ1s0) a été préféré pour tenter
d’induire un SMH. A cette dose, pour les 3 souches murines étudiées (C57B1/6JrJ, C57BI/6NrJ
et CBA/J1J), aucune mort prématurée n’a été constatée. Pour la souche C57Bl/6JrJ, a une dose
injectée de STZ1s0, Seulement 20% des souris ont exprimé une hyperglycémie severe atteignant
le seuil diabétique durant les 8 semaines d’expérimentation. Plus de 80% des souris C57B1/6NrJ]
injectées ont atteint le seuil diabétique. Pour la souche CBA/JrJ, 50% des souris ont présenté
une hyperglycémie séveére atteignant le seuil diabétique. Cette faible efficacité de cette dose a
150 mg/kg a induire un SMH peut étre due pour plusieurs raisons. La premiere pourrait étre la
préparation de la STZ. En effet, la STZ mise en solution a une durée de vie tres courte et doit
étre injectée rapidement. La seconde pourrait étre la capacité des réserves glucidiques des
animaux encore conséquentes et cette dose de STZ de 150 mg/kg n’est pas suffisante pour
détruire les cellules B du pancréas. Les erreurs d’injection (en intravesical ou intramusculaire,
non en intrapéritonéal) de I’expérimentateur pourraient étre également une des raisons de
I’échec de I’induction d’un SMH.

Suite a ces résultats décevants, la dose de 200 mg/kg de STZ a été utilisée pour induire un
SMH comme retrouvé dans la littérature scientifique (Furman 2021 ; Fujita et al., 2012 ;
Vasilyeva et al., 2009).

Pour la souche C57BI/6Jr], a une dose injectée de STZx00, 90% des souris ont eu une
hyperglycémie sévére sans pour autant entrainer leur décés prématuré durant les 8 semaines
d’expérimentation. Pour la souche CBA/JrJ, a cette méme dose, seulement 50% des souris ont
présenté une hyperglycémie sévere sans non plus entrainer une mort prématurée durant les 8

semaines d’expérimentation. Cette souche CBA/Jr] étant considérée comme plus résistante
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métaboliquement que la souche C57BI/6JrJ, il est tout a fait possible que pour la souche
CBA/JtJ, un jeline de 6 heures n’ait pas été suffisant pour réduire drastiquement leurs réserves

glucidiques au moment de I’injection de la STZ et induire une hyperglycémie sévére.

Pour la souche C57BI/6NrJ, 3 semaines apres 1’injection, prés de 92% des souris injectées
ont di étre sacrifiées du fait d’une dégradation prononcée de leur état général. Ces animaux

avaient développé une hyperglycémie sévére 48h apres I’injection de STZ.

Les animaux de 2 souches (C57BI/6JrJ et CBA/Jr]) ont développé une hyperglycémie
sévere (taux de glycémie >500 mg/dL) de maniere plus efficace a une dose injectée de STZ a
200 mg/kg qu’a 150 mg/kg. La dose de STZ 150 mg/kg a été plus efficient pour la souche
C57BI/6NrJ. Pour modéliser efficacement un SMH, la dose de STZ a 200 mg/kg a été la plus
adaptée comme cela a été décrit dans la littérature.

b) Perte de poids corporel liée a I’injection de STZ

La surveillance du poids corporel est un marqueur trés utilisé dans les études qui induisent
un « diabete de type 2 » avec un régime alimentaire spécifique enrichi en graisses. Ce parametre
est également utilisé pour étudier les effets de I’induction d’un diabete de type 1. En effet, la
perte ou la non-prise de poids corporel est un des symptomes les plus marqués aprés 1’induction
d’un diabéte de type 1 en utilisant une tres haute dose (200 mg/kg) de STZ (Furman et al.,
2021). Dans notre étude et dans la littérature, la séveérité du SMH dépendait beaucoup du poids
initial des animaux injectés. La perte de poids aprés l'induction du diabéte était moins
importante chez les animaux les plus lourds (Dekel et al., 2009). Cette mesure du poids corporel
est également tres importante dans la réglementation de 1’expérimentation animale (régle des
3R). En effet, dés la conception d’une étude il est obligatoire d’établir un seuil de poids corporel
minimal ou une perte de poids corporel (20% du poids corporel initial dans notre travail) a ne
pas atteindre, sinon ceci conduit a la mise en place de procédure de sacrifice. La perte de poids
corporel est un point limite important de 1’échelle de bien-étre et est indirectement un reflet du

mal-étre animal.

Dans notre étude et dans la littérature, le suivi du poids corporel est associé a la mesure du
taux de glycémie comme facteurs principaux pour construire notre modéle murin
« diabétique ». En effet, les études modélisant un « diabéte de type 1 » avec une unique
injection de STZ & haute dose (200 mg/kg) ont montré le lien entre une hyperglycémie sévére

et une perte de poids corporel que ce soit sur la souche C57BI/6J (Fujita et al., 2012) ou sur la

70



souche CBA/J (Vasilyeva et al., 2009). Un modéle murin utilisant une dose de STZ de 150
mg/kg a également été utilisé pour montrer le lien entre une hyperglycémie sévére et une

croissance de prise de poids cassée par rapport au groupe contréle (Hong et Kang 2008).

Dans notre cas, les groupes d’animaux utilisant les doses de STZ de 125 mg/kg et de 150
mg/kg ont montré une croissance de leurs poids corporels similaire aux animaux contrdles. Cela
confirme que lorsque les animaux n’atteignent pas une hyperglycémie sévere (>300 mg/dL),
leurs poids corporels ne différent pas par rapport aux controles. Pour ces 2 doses, un SMH n’a

pas été induit sur nos 3 souches de souris utilisées (C57BI/6JrJ, C57BI/6NrJ, CBA/Jr]).

Notre modele utilisant une forte dose unique de STZ (200 mg/kg) a démontré, pour les
souches C57B1/6J1] et C57BI/6NrJ, qu’une hyperglycémie sévére était liée a une non-prise de
poids corporels des animaux injectés. Pour la souche CBA/JrJ, les résultats sont tres discutés
selon nos études réalisées. Dans 1’étude n°1, les souris CBA/J1J injectées avec la STZ200 ONt eu
une courbe de prise de poids corporel similaire aux souris contrdles. Ce résultat n’est pas si
surprenant avec la variabilité de réponses de ces souris observées sur 1’analyse du taux de
glycémie. Les animaux ayant une hyperglycémie sévere (4 souris sur 8 injectées) ont montré
une non-prise de poids alors que les souris n’atteignant pas le seuil « diabétique » ont eu une
prise de poids supérieure aux souris controles. Ces résultats ont montré une tendance a induire
un syndrome d’un « diabete de type 1 » mais la grande variabilité inter-individuelle n’a pas
permis de I’affirmer complétement. Cependant, notre étude n°2 a permis de I’affirmer. Les
souris injectées avec de la STZ200 dans cette étude ont eu une non-prise de poids significative
par rapport aux souris contrdles, induite en méme temps que I’hyperglycémie sévere observée.
Les résultats de 1’étude n°2 ont permis de conclure d’un SMH a bien été induit sur notre mod¢le
de STZ a haute dose chez nos 3 souches de souris utilisées confirmant ce qui a été décrit dans

la littérature.

c) Perte de la conduction nerveuse caudale liée au statut diabétique

La mesure de la vitesse de conduction nerveuse est un test électrophysiologique permettant
d’étudier I’apparition et la progression d’une neuropathie périphérique induite par les
conséquences d’un diabete. Cette mesure est fréquemment utilisée pour valider un modéele
animal diabétique de type 1 ou de type 2 (O’Brien et al., 2014). En effet, la neuropathie
périphérique, étant une des complications les plus communes du diabéte, est assez facilement

évaluable par ce test simple et peu invasif pour les animaux. La neuropathie périphérique
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diabétique se caractérise par une perte de sensibilité dans les extrémités, ou les axones les plus
longs des membres inférieurs sont touches en premier (pied diabétique), suivis par les membres

supérieurs (mains). La perte de sensibilité progresse de maniére distale a proximale.

Chez la souris, la neuropathie périphérique est évaluée sur un nerf périphérique long et
accessible sans nécessité de chirurgie, c’est-a-dire sur le nerf caudal de la queue. La mesure de
la conduction nerveuse est représentée sous forme d’ondes correspondant aux fibres nerveuses
stimulées. Les fibres nerveuses stimulées correspondent aux fibres AP myé¢linisées de grand
diametre qui sont associées aux mecanorécepteurs cutanés (Murakami et al., 2012). La mesure
de la VCN peut également étre le reflet des atteintes de la myéline produit sur un modéle de
leucodystrophie (Petit et al., 2014).

Sur notre étude d’induction d’'un SMH, aucune atteinte nerveuse n’a été observée sur nos 3
modeles murins (C57BI/6JrJ, C57BI/6NrJ, CBA/JrJ) suite a une injection de STZ a une dose
de 125 ou 150 mg/kg et ce jusqu’a 8 semaines apres I’injection. Sans I’atteinte du seuil d’une
hyperglycémie sévere associée a une prise de poids constante sur 8 semaines, aucune
neuropathie n’est apparue. Ces doses sont insuffisantes pour induire un SMH associée a une

neuropathie périphérique.

Pour notre modeéle de STZ a 200 mg/kg, une neuropathie périphérique est apparue, montrée
par la diminution de la conduction nerveuse caudale sur 2 de nos modeles murins (C57BI/6JrJ
et C57BI/6N1]) a partir de 3 semaines apres I’injection de STZ et jusqu’a la fin du suivi (8
semaines post-injection). Cette atteinte nerveuse est marquée apres 8 semaines post-induction
associée a une hyperglycémie sévere (>500 mg/dL) et un poids corporel n’évoluant pas sur

cette durée.

Les résultats obtenus sur la souche CBA/JrJ sont contrastés. Sur notre étude n°l, une
tendance a une atteinte nerveuse est observée a partir de la 6° jusqu’a la 12° semaine post-
injection. Cette tendance est liée a une hyperglycémie sévére avec atteinte du seuil diabétique
établi dans la littérature et une courbe de poids similaire aux souris controles. Cette observation
est similaire a ce qui a été montré chez les 2 autres souches utilisées a part pour la courbe de
poids. Sur cette souche CBA/Jr], les expérimentations ont été menés jusqu’a 30 semaines apres
injection. 1l est important de signaler qu’entre la 12° et la 30° semaine post induction, I’atteinte
nerveuse observée n’était plus significative avec une conduction nerveuse qui ne diminuait plus.
Ce constat peut étre expliqué par le faible nombre de 1’échantillon pour les 2 groupes (n=3)

mais aussi par le fait que, dans ce groupe STZ2o0, 2 des 3 souris évaluées voient également leurs
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taux de glycemie diminué aprés 16 semaines post-injection. Cette diminution n’a pas de réelle
explication étant donné que rien n’a été donné a ces animaux durant la durée des

expérimentations.

Les résultats obtenus sur notre étude n°1 ne sont pas tout a fait en adéquation avec ceux
obtenus sur notre é¢tude n°2 portants sur I’étude de I’impact d’'un SMH sur la fonction auditive
périphérique. Pour la souche C57Bl1/6Jr], I’atteinte nerveuse est similaire a ce qui a été montré
dans I’étude n°1 et ceci jusqu’a 12 semaines post-injection. Pour la souche CBA/JrJ, I’atteinte
nerveuse est plus marquée avec une diminution de la vitesse de conduction du nerf caudal
commengant 6 semaines aprés I’induction et trés marquée aprés 12 semaines post-injection.
Cette différence notable par rapport a I’étude n°1 est visible également avec une hyperglycémie
sévere et une non-prise de poids corporel trés accentué pour ce groupe de souris injecté avec
200 mg/kg de STZ.

Cette mesure de la vitesse de conduction nerveuse est un bon marqueur de I’installation
d’un SMH ou « diabete » et des conséquences possibles de 1’hyperglycémie. Notre modéle
établi avec la dose de 200 mg/kg a bien engendré une neuropathie périphériqgue comme
conséquence d’'un SMH avec une apparition quelques semaines apres la mise en place d’une
hyperglycémie sévere et précoce. Il est a noter que la neuropathie périphérique est apparue avec
un temps de latence supplémentaire pour la souche CBA/JrJ par rapport a la souche C57BI/6JrJ
en adéquation avec le temps de latence pour atteindre le seuil hyperglycémique « diabétique »
entre ces 2 souches. Par ailleurs, nous avons constaté que chez les souris contréles CBA/JrJ et
C57BI/6Jrd les VCN mesurées sur les 2 souches de souris étaient similaires (aux alentours de
25m/s).

Notre modéle de STZ a une seule forte dose (200 mg/kg) présente un phénotype
neuropathique robuste et précoce. Des modifications de la fonction neuropathique, telles que la
diminution de la vitesse de conduction nerveuse caudale, ont été observées surtout apres 12
semaines post-injection de STZ comme cela avait déja été montré confirmant notre modele
(O’Brien et al., 2014 ; Lupachyk et al., 2013 ; Obrosova et al., 2005). Ces études ont été
réalisées chez la souche C57BI/6, notre étude est une des rares a montrer ce phénotype
neuropathique périphérique sur la souche CBA/J.
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d) Autres parametres de caractérisation du SMH non étudiés

a) Marqueurs sanguins

Dans certaines études, les auteurs examinent des marqueurs sanguins comme la tolérance a
I’insuline ou la mesure de I’hémoglobine glyquée (test biochimique). Ces tests de ces marqueurs
sanguins sont utilisés chez 1’étre humain pour diagnostiquer ou pour suivre I’évolution du
diabéte. Ces 2 marqueurs permettent de confirmer I’induction d’un diabéte en plus de la mesure
du taux de glycémie (Lee et al., 2020 ; Sullivan et al., 2007). Dans notre étude, ces 2 mesures
de ces marqueurs sanguins n’ont pas été realisés par un souci de co(t du matériel non disponible
dans le laboratoire. Egalement, une quantité plus importante de sang est nécessaire pour
effectuer ces tests biochimiques. Cela était donc incompatible avec un suivi hebdomadaire
comme la mesure du taux de glycémie que nous avons souhaité mettre dans nos protocoles.
Cette ponction de sang plus importante aurait nui au bien-étre des animaux et engendré un stress
supplémentaire non nécessaire et serait donc venu en contre-courant a la réglementation

éthique.

En clinique, une des complications liées au diabéte est ’acidocétose. L’acidocétose est un
syndrome métabolique qui se caractérise par une augmentation de la concentration de corps
cétoniques dans 1’organisme ou hypercétonémie. Les corps cétoniques constituent une source
d'énergie alternative pour le cerveau lorsque le glucose devient insuffisant dans le sang. Cette
augmentation provoque une acidité excessive du sang. L’acidocétose est associée a une

mortalité importante.

Chez la personne diabétique, une acidocétose s’observe lorsque la quantité d’insuline dans
le sang est insuffisante pour répondre aux besoins métaboliques du corps. Elle est donc liée a
une hyperglycémie. L'acidocétose diabétique est surtout observee chez les diabétiques de type
1 et est moins fréquente chez les diabétiques de type 2. L'hyperglycémie, en provoquant une
diurése osmotique avec une perte importante de liquide et d’électrolyte, induit une acidité du
sang qui s’observe par la mesure de la concentration des corps cétoniques (hypercétonémie).
Le traitement associé comporte essentiellement une réhydratation couplée a I'administration
d'insuline (Kanikarla-Marie et Jain 2016 ; Sassa et al., 2008).

Pour notre modéle chimiquement induit de souris diabétique, des études ont démontré que
le diabéte induit par une dose de STZ provoque une hyperglycémie associée a une

hypercétonémie pouvant finir par une acidocétose (Chen et al., 2022 ; Graham et Schuurman
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2015). Au début de notre etude, un suivi de la cétonémie sur des groupes de souris STZ a
différentes doses a été réalisé. Les données ne sont pas montrées dans ce manuscrit mais aucune
modification de la cétonémie n’a été observé jusqu’a 8 semaines apres injection pour toutes les
souches étudiées montrant une hyperglycémie sévere a n’importe quelle dose utilisée. Cette
mesure n’a pas été conservé pour la suite de 1’étude par souci du bien-étre animal. En effet,
pour la mesure de la cétonémie, une autre bandelette réactive était nécessaire. Ceci nécessitait
une goutte de sang supplémentaire et plus importante en volume ce qui incommodait les

animaux.

b) Troubles comportementaux

Une des principales complications associées au diabéte est la neuropathie. La
neuropathie diabétique est retrouvée dans au moins 50% des cas (Feldman et al., 2019 ; Sullivan
etal.,2007). La neuropathie diabétique se caractérise principalement par une perte de la fonction
sensorielle qui commence au niveau des extrémités inférieures. Plusieurs formes de neuropathie
existent chez les patients diabétiques qui se manifestent sous différents signes cliniqgues comme
la plus commune, la polyneuropathie symétrique distale (Callaghan et al., 2015). Un des

symptdmes associés a ces complications est la douleur ou neuropathie diabétique douloureuse.

i. Allodynie

La douleur neuropathique se caractérise par une douleur spontanée, des altérations de la
perception de la douleur, une sensibilité accrue aux stimuli nocifs (hyperalgésie) et une
sensibilité anormale & des stimuli auparavant non douloureux (allodynie). La douleur
neuropathique diabétique est aussi décrite sur des modeles animaux diabétiques en particulier
ceux utilisant la STZ (Jolivalt et al., 2016 ; Lee-Kubli et al., 2014 ; Rondon et al., 2010).

Pour étudier la douleur neuropathique, différentes methodes existent. Pour décrire une
allodynie chez les animaux, le test par les filaments de VVon Frey est le plus indiqué. Pour ce
faire, des filaments de VVon Frey avec des forces de flexion calibrées sont utilisés pour délivrer
des stimuli mécaniques ponctuels d'intensité variable. En commencant par la force de filament
la plus faible, des filaments de von Frey sont appliques sous la vodte plantaire de la patte arriere
des animaux avec une force suffisante pour provoquer une légére flexion contre la patte. Le
seuil de retrait de la patte a été défini comme la pression minimale requise pour provoquer un

réflexe de retrait de la patte. L'allodynie mécanique a été definie comme une diminution
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significative des seuils de retrait a I'application du filament de von Frey (Jolivalt et al., 2016).
Dans la littérature, il a été montré que des animaux diabétiques pouvaient développer une
sensibilité accrue a une série de filaments de von Frey dans les 4 a 12 semaines suivant
I'induction du diabéte (Castafieda-Corral et al., 2021 ; Calcutt et al., 1996).

ii. Hyperalgésie
La douleur peut également s’exprimer par une sensibilité accrue aux stimuli nocifs
notamment des stimuli thermiques. Selon la définition de I’ IASP, I’hyperalgésie est une douleur
amplifiée par un stimulus qui provoque normalement une douleur simple. C’est donc une
réponse exagérée a des stimuli nociceptifs, a une stimulation douloureuse. Cette sensation a
déja été évalué dans des modeles animaux neuropathiques diabétiques (induit chimiquement ou

génétiquement) qui était accentué montrant I’importance de la douleur neuropathique dans le
diabéte (O’Brien et al., 2018 ; Sullivan et al., 2007).

iii. Trouble moteur

Des troubles moteurs peuvent aussi étre retrouvés dans la neuropathie diabétique. L atteinte
des nerfs périphériques impliquent des difficultés a se déplacer correctement. Le test de Rotarod
est le plus utilisé pour étudier ces troubles moteurs. La mesure de la VCN motrice est également

un parametre pour mesurer les troubles moteurs associés.

Dans le cadre de la these, la mesure de I’activité locomotrice n’a pas été fait car ceci
aurait entrainer des expérimentations supplémentaires et augmenter significativement le temps

de manipulation et le nombre d’animaux.

Dans le cas de I’altération des nerfs périphériques, les premiers a étre atteints sont les fibres
nerveuses de type c. Ce sont des petites fibres non myélinisées qui sont les premieres a
disparaitre par les conséquences (stress du réticulum endoplasmique, production de ROS) du
dysfonctionnement de la voie de I’insuline via la mort cellulaire par apoptose. Les fibres A}
sont de grosses fibres nerveuses myélinisées. Ce sont les derniéres a étre atteinte par la
neuropathie diabétique mais aussi celles qui sont facilement identifiables sur un tracé de VCN.
Le retard de latence remarqué sur le tracé des VCN est expliqué par 1’atteinte de ces fibres AP
my¢linisées (O’Brien et al., 2014). Cependant, notre test de VCN n’est pas le plus adapté. Les
autres fibres présentes dans le nerf périphérique (Ad et ¢) ne sont pas visibles sur le trace de

VCN avec le matériel a disposition.
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Des études associent également des analyses histologiques des nerfs sciatiques, nous nous

sommes focalisés uniquement sur I’histologie cochléaire (Sullivan et al., 2007).

e) Conclusion

Donc, ce travail nous a permis d’établir qu’une dose de STZ200 induisait une
hyperglycémie pathologique stable d’installation plus ou moins rapide selon la souche de souris
utilisées (48h pour les souches C57B1/6JrJ et C57BI/6NrJ, 2 semaines pour la souche CBA/Jr]).
De plus, le phénotypage (poids corporel, VCN, état genéral) des animaux recevant STZ200
nous a permis d’observer des modifications par rapport aux animaux contréles. Ainsi
I’ensemble de ces modifications nous a conduit a considérer que la STZ induisait un syndrome
hyperglycémique métabolique. Celui-ci reproduit fidelement le phénotype métabolique

hyperglycémique permettant d’approcher un modele de diabete de type 1.

Notre travail a consisté a rassembler les données du taux de glycémie, du poids corporel,
d’un score de comportement corporel et de la VCN. Peu d’études travaillant sur la pathologie
diabétique neuropathique, utilisent cette mesure de la VCN en complément des paramétres
biologiques prouvant I’induction du diabéte. De plus, des études évaluant la mesure de la VCN
associée a des mesures auditives pour évaluer I’impact d’une neuropathie diabétique sur

I’audition n’ont pas été retrouvées dans la littérature scientifique.
Les résultats obtenus dans cette étude nous a permis de constater que :

- La STZ injectée sur des souris C57BI/6Jr] a la dose de 150 mg/kg n’a pas permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de fagon stable
chez le groupe traité.

- LaSTZ injectée sur des souris C57BI/6JrJ a la dose de 200 mg/kg a permis d’induire
un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et stable avec des signes
électrophysiologiques de neuropathie périphérique et une cassure de la courbe du
poids corporel.

- La STZ injectée sur des souris C57BI/6JrJ a la dose de 125 mg/kg a pas permis
d’induire une hyperglycémique a « bas-bruit » ¢’est-a-dire sans expression clinique
sur les paramétres physiologiques étudiés (poids corporel, vitesse de conduction
neurale).
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- La STZ injectée sur des souris CBA/JrJ a la dose de 150 mg/kg n’a pas permis
d’induire un syndrome métabolique hyperglycémique rapidement et de fagon stable

chez le groupe traité.

- La STZ injectée sur des souris CBA/JrJ a la dose de 200 mg/kg ne permet d’induire

un syndrome métabolique hyperglycémique chez I’ensemble des souris injectées

L’objectif de ce protocole n° 1 était d’établir un modéle de SMH sur la souche de souris
C57Bl/6Jr] et CBA/Jr]. Nous avons ainsi a I’aide d’une dose unique de STZ200 injectée en IP
constaté une hyperglycémie sévéere pathologique (>500mg/dL) et chronique qui est observée
48h aprés 1’administration de STZ200. Nous avons également constaté que ce SMH est associé
avec des altérations de la croissance de la courbe de poids corporel et de la conduction nerveuse

périphérique.

Dans la suite de ce projet, nous reproduirons -sur les souches de souris C57BI1/6JrJ et
CBA/Jrl- ce « modéle » de SMH avec STZ200 pour étudier les possibles altérations associées

de la fonction auditive (Etude n°2).

De méme, nous ne réutiliserons pas les doses STZ150 et STZ125 qui sont tres
intéressantes car elles induisent un tableau clinique d’hyperglycémie a « bas-bruit ». En effet,
elles ne sont pas associées avec des signes caractéristiques d’une pathologie « diabétique » que
sont la perte de poids et la neuropathie périphérique. Néanmaoins, cette hyperglycémie a « bas-
bruit », qui est treés variable d’un individu a I’autre, pourrait sans doute avoir (a plus ou moins
long terme) des effets vasculaires et neurologiques sub-cliniques (sans expression). Cette
situation a « bas-bruit » pourrait étre retrouvée chez des patients diabétiques dont la pathologie

est en cours d’installation et qui s’ ignorent malades.
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STZ Taux de Poids Neuropathie
(mg/kg) Glycémie | corporel | périphérique
(perte NCV)

150 = - =
C57BI/6J
200 +++ = ++
150 + - =
CBA/J
200 ++ = +

Tableau 1 : Tableau récapitulatif de I’étude 1 « syndrome hyperglycémique métabolique

f) Réflexions éthiques et le bien-&tre animal des animaux recevant de la STZ

Dans la littérature scientifique, de nombreuses études indiquent que la STZ injectée a une
dose de 200 mg/kg induit une mortalité plus importante chez les animaux recevant la STZ
(Furman, 2021 ; Jolivalt et al., 2016).

Cette forte probabilité de mortalité n’a pas été apercue pour les souches C57B1/6Jr] et
CBA/JrJ contrairement a la souche C57BI/6NrJ. Ceci nous a conduit a écarter la souche
C57BI1/6Nr] de notre projet d’un point de vue du bien-étre animal (voir Courbes de suivi. Fiche

Matériels et Méthodes n°3 Phénotypage hyperglycémie).

Il est également important de souligner que aucune injection d’insuline n’a ét¢ faite durant
tout le projet. En effet, I’état général des animaux était tout a fait satisfaisant et peu changé par

rapport aux controles.

Si nous avions injecté de 1’insuline, ceci aurait sans doute amélioré 1’état général des souris
injectées, mais ceci aurait sans doute modifier 1’évolution de 1’apparition des manifestations du
SMH et donc diminuer ou réduire I’impact sur la fonction auditive. Cependant il aurait été

intéressant d’étudier 1’effet de I’insuline sur la fonction auditive.
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Dans le cadre du bien-étre animal, des effets secondaires de 1’administration de STZ ont été
observés : perte de poids, augmentation de la consommation en eau et polyurie. Malgré ces
effets secondaires, 1’état général des animaux est resté convenable (pas de piloérection, bonne

activité locomotrice, bonne interaction avec les autres animaux de la méme cage).

Cependant, il est a noter que pour des facilités d’expérimentation et de surveillance, les
animaux ayant recu de la STZ étaient tous dans la méme cage (acces facilité a 1’eau et a la

nourriture, augmentation du nombre de biberons).

La polyurie des souris diabétiques nous a contraint a faire un change de la litiére plus
soutenu. Ces changements d’environnement des animaux est connu pour engendrer un stress
« de nouveauté » du fait des modifications des habitudes de I’environnement de leur odeur et
de leur lieu de repos. Ce changement plus important de la litiére peut également réduire les
comportements de coprophagie des animaux. Aucune modification de 1’état général et aucun

¢tat de stress apparent n’ont été observés.

Tous les parametres corporels et comportementaux des animaux ont été notés et regroupés
sous un score de I’état corporel ou Body Condition Score (voir Suivi de 1’état général. Fiche

Matériels et Méthodes n°3 Phénotypage hyperglycémie).
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Figure 12 : Représentation du score de I’évaluation de 1’état corporel sur la durée des
expérimentations pour les souches C57B1/6JrJ (A) et CBA/JrJ (B)

Pour la souche C57Bl/6Jr], le score de 1’état corporel diminue dans le temps pour les
souris injectées avec la STZ a 200 mg/kg par rapport aux souris contréles qui ont leur score
stable sur les 12 semaines d’expérimentations (Figure 30A). Cependant, la différence entre les

2 groupes n’est pas significative.

Pour la souche CBA/JtJ, le score de 1’état corporel ne diminue pas dans le temps pour
les souris injectées avec la STZ a 200 mg/kg similairement aux souris contrbles sur les 16
semaines d’expérimentations (Figure 30B). La différence entre les 2 groupes n’est pas

significative.
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g) Perspectives — Etude 1
a) Hyperglycémie a bas bruit — type 2

Cette perspective vient des résultats obtenus pour les souris recevant une injection de
STZ a 125 et 150 mg/kg. En effet, les résultats obtenus ont montré une hyperglycémie légere
non accompagné d’une perte de poids ou d’une atteinte neuropathique. Ce mod¢le obtenu

pourrait mimer la pathologie humaine du diabete non déclaré ou état prédiabétique.

En effet, de facon insoupconnée, une personne ayant eu un accident cardiaque peut
contracter un diabete non declaré et ce diabéte serait sans doute a 1’origine de cet accident

cardiaque (Viigimaa et al., 2020).

Donc, cette hyperglycémie dite « silencieuse », car 1égére et n’impliquant pas d’autres
symptdmes, est intéressante et sans doute trop souvent écartée des études expérimentales.
Cependant les résultats obtenus avec nos modeles a 125 et 150 mg/kg de STZ étaient moyennés,
ne reflétant pas la variabilité interindividuelle importante avec des souris ayant une
hyperglycémie et d’autres avec une glycémie similaire aux controles. Ce projet est également
peu compatible avec des souches de souris qui développent des pertes auditives liées a 1’age.
Cecli nécessiterait également un maintien a long terme d’animaux présentant une pathologie
avec sans doute des risques associés (macroangiopathies, microangiopathies, dégradation de

I’¢état général), ce qui est éthiquement incompatible.

b) Type 2 chez les jeunes

Dans les études observationnelles récentes en clinique et dans les consultations de
diabétologie, il apparait de plus en plus fréquent un diabéte de type 2 chez les adolescents. Les
modes de consommation alimentaire actuels et le manque important d’activité physique seraient
sans doute les causes de ce diabéte de type 2. Il serait donc intéressant avec le modéle de STZ
a 150 mg/kg d’obtenir une hyperglycémie légere sur des souris jeunes et d’étudier les effets

rencontrés.

c) Utilisation d’autres techniques pour confirmer [’ hypothése

Pour s’assurer de 1’état hyperglycémique, des mesures de marqueurs sanguins comme
I’hémoglobine glyquée Alc (HbALc) sont essentiels pour confirmer que le diabéte a été induit
et installé dans le temps. De plus, une analyse immunohistologique des marqueurs

inflammatoires (ROS, produits de glycation avancée) au niveau des cellules pancreatiques serait
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idéale afin de valider la pathogenese de la maladie comme montré dans les études cliniques et

pré-cliniques

Pour confirmer 1’état neuropathique diabétique de nos modeles, I’utilisation d’un deuxieme
test suivant la vitesse de conduction neurale est préconisée comme le test de Von Frey. Ce test

est utilisé afin de montrer une neuropathie douloureuse.
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Partie 2 : L audition : nouvelle complication du diabete

2. Introduction

2.1.Chez ’humain

Les données de la littérature concernant la prévalence de la surdité chez les patients
diabétiques (de type 1) sont contradictoires. Selon une récente méta-analyse, la prévalence de
la surdité serait évaluée entre 5.17% et 48% chez les patients diabétiques de type 1 (Mujica-
Mota et al., 2018). Une autre étude clinique ne révele aucune différence significative de la
prévalence de la surdité chez les patients diabétiques de type 1 comparativement aux sujets non
diabétiques (Spankovich et al., 2017). La plupart des études sur la perte auditive chez les
personnes diabétiques ont révélé une perte auditive neurosensorielle bilatérale a haute
fréquence et a progression lente (Teng et al., 2017 ; Elangovan et Spankovich, 2019). Les outils
d’exploration audiologiques sont-ils assez sensibles pour détecter I’installation d’une atteinte

auditive subtile ?

2.1.1. Audition : généralités

Le diabéte est donc associé a de multiples complications macrovasculaires et
microvasculaires, y compris un épaississement de la membrane basale des capillaires de la strie
vasculaire sur la paroi latérale de la cochlée et dautres changements neuropathiques
(dysfonction des cellules ciliées internes) pouvant induire une perte auditive (Kim et al., 2017
; Fukushima et al., 2005).

2.1.1.1. Anatomie/Physiologie cochléaire

L’oreille est composée de 3 parties : oreille externe, moyenne et interne. La cochlée est
'organe de I'audition chez les mammiféres qui se situe dans 1’oreille interne. Il s'agit d'un tube

enroulé en colimagon, rempli de liquide, autour d’un cone osseux : le modiolus.
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Figure 13 : Schéma d’une cochlée. D apres Saroul et al., 2015. Created with BioRender.com

L'organe de Corti est I'organe auditif de la cochlée. Il se situe dans la partie interne de
la cochlée, il comprend des cellules ciliées (composé d’un stéréocil sur I’apex de la cellule) et
des cellules de soutien posés sur une membrane dite basilaire baignant dans un liquide riche en
ions potassium : I’endolymphe. Ces cellules sont d’origine épithéliale. La membrane basilaire
est une matrice extracellulaire qui sépare la scala media (contenant 1’endolymphe) de la scala
tympani (contenant le périlymphe) et vibre en réponse aux changements de pression induits par
le son dans les fluides cochléaires. Les mouvements de la matrice extracellulaire sont détectés

par les cellules ciliées de I'organe de Corti (Saroul et al., 2015).

Ganglion
spiral

Figure 14 : Coupe coronaire schématique d'une cochlée représentant les différentes structures
de l’organe de Corti. D’apres Wong et Ryan, 2015.
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Parmi les cellules ciliées on distingue deux types : les cellules ciliées internes et
externes. Les cellules ciliées internes (CCI), environ 3500 cellules rangées sur une seule ligne,
sont le véritable type de cellule sensorielle, envoyant des impulsions électriques via le nerf
auditif. Tandis que les cellules ciliées externes (CCE), environ 12500 cellules rangées sur 3
lignes, ameéliorent les performances de la cochlée en augmentant la sélectivité en fréquence et
la sensibilité par une amplification des sons transmis par vibration mécanique. Bien qu'elles ne
soient pas les véritables transducteurs du son, les cellules de soutien sur lesquelles reposent les

cellules ciliées, sont essentielles et, sans elles, l'audition ne serait pas possible.

Le rble de ces cellules ciliées est d’effectuer la mécanotransduction, c¢’est-a-dire la
transformation de 1’information acoustique (vibrations produites par les sons) en information
nerveuse (signaux électriques). Lorsque des ondes sonores externes font vibrer la membrane
basale de la cochlée, les cellules ciliées se déplacent par rapport a la membrane tectoriale
(membrane coiffant les cellules ciliées). Ce mouvement génére des signaux électriques au
niveau des cellules ciliées et transmis au cerveau sous la forme de potentiels d’action via le nerf
auditif. Une atteinte de ces cellules ciliées est irréversible et dans ce cas provoque une perte de
I’audition permanente (Boucher et Avan, 2023). La perte auditive neurosensorielle est la forme
la plus courante de déficience auditive englobant les pathologies de la cochlée et du nerf auditif

et peut étre d’origine vasculaire ou neurale.

2.1.1.2. Physiologie et Atteinte vasculaire

La source principale de vascularisation de la cochlée se fait par I’artére cochléaire ou
artere spiralée modiolaire, une branche de 1’artére cérébelleuse antérieure et inférieure. La strie
vasculaire est également une zone hautement vascularisée située dans la paroi latérale de la
cochlée qui contribue a I'homéostasie cochléaire de deux fagons. Tout dabord, la strie
vasculaire contribue directement au maintien du potentiel endocochléaire, qui est nécessaire au
processus de mécanotransduction des cellules ciliées (Shi, 2011). Cette action est réalisée par
un transport d'ions qui assurent le recyclage actif de I'ion potassium entre I'endolymphe de la
scala media et la périlymphe de la scala tympani. La strie vasculaire contribue egalement a la
barriere hématocochléaire impliquée dans certains modes d’ototoxicité (cisplatine) ou

endommagée par une exposition sonore (Thulasiram et al., 2022 ; Shi, 2016).

86



Une des caractéristiques majeures de la microcirculation cochléaire est sa capacité
d’autorégulation. La régulation du flux sanguin cochléaire est essentielle au bon
fonctionnement de la transduction auditive qui demande une importante quantité d’énergie,
donc un apport conséquent en oxygene et glucose. Une dérégulation de la microcirculation
cochléaire peut se produire dans certains cas. Apres une exposition sonore, une perte auditive
peut étre constatée et pourrait étre d’origine vasculaire. En effet, une hypoxie dans la strie
vasculaire peut se produire en réduisant la taille des vaisseaux apres une exposition sonore. Une
autre atteinte auditive d’origine vasculaire est la presbyacousie. Une des causes de la
presbyacousie est une perte progressive avec 1’age des capillaires et une microcirculation

diminuée au niveau de la strie vasculaire (Boucher et Avan, 2023).

Plusieurs études cliniques ont montré une atteinte de la microcirculation vasculaire
auditive chez des personnes diabétiques. En effet, il a été prouveé la présence de récepteurs de
I'insuline, de transporteurs de glucose et de composants de signalisation de I'insuline dans les
cellules ciliées, les cellules de soutien de la cochlée et dans la strie vasculaire. Cela indique que
le systeme auditif est vulnérable aux altérations de l'utilisation du glucose et aux réactions

inflammatoires associées (Huerzeler et al., 2019 ; Edamatsu et al., 2011).

Chez des personnes diabétiques, il a été montré que les parois des vaisseaux sanguins
dans la strie vasculaire étaient plus épaisses accompagné d’une atrophie significative de la strie

vasculaire et d’une apoptose des CCE par rapport a des personnes non-diabétiques (Fukushima
et al., 2006 ; Fukushima et al., 2005).

2.1.1.3. Physiologie et Neuropathie auditive

La cochlée est innervée par le nerf cochléaire, branche du nerf cochléovestibulaire ou
VI1I° nerf cranien. Ce nerf est formé de neurones sensoriels qui innervent 'oreille interne, c'est-
a-dire les récepteurs vestibulaires et auditifs en passant du modiolus jusqu’aux cellules ciliées.

Les fibres nerveuses auditives sont au nombre de 30000 a 40000 par oreille.

On distingue trois principaux types de fibres nerveuses. Les premiers types sont les
fibres afférentes, représentant environ 90% des fibres nerveuses, qui transmettent 1’information
des CCl issue de la stimulation acoustique aux noyaux du tronc cérébral, en faisant un premier
relais dans le noyau cochléaire. Les seconds types sont les fibres efférentes (environ 10% des
fibres) qui inhibent la fonction d’amplificateur cochléaire des CCE pour les fibres venant du
complexe olivocochléaire supérieur médial vers les CCE. Les fibres efférentes issues du
complexe olivocochléaire supérieur latéral vers la partie postsynaptique des CClI, ont pour role
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de moduler le taux de décharge des neurones auditifs primaires afférents. Les troisiemes types
de fibres sont des fibres nerveuses du systeme autonome (Carricondo et Romero-Gomez, 2019 ;
Guinan, 2018).

Les neurones de la partie auditive ou fibres afférentes cochléaires qui innervent les
cellules ciliées de I'organe de Corti, ont leur soma dans le ganglion spiral cochléaire ou I'on
peut distinguer deux types de neurones. Les neurones afférents de type | représentent 95 % de
la population totale. Ce sont des fibres myélinisées, chacun d'entre eux n'innerve qu'une seule
CCI. En revanche, les neurones afférents de type Il ne représentent que 5 % de la population
du ganglion spiral. Ce sont des fibres non myélinisées qui innervent les CCE, de sorte qu'une
fibre afférente de type Il entre en contact avec plusieurs CCE, mais chaque CCE ne recoit qu'un
seul contact d'un neurone de type Il. Les deux types de fibres nerveuses du nerf cranien VIII
sont glutamatergiques, mais ces innervations asymétriques des cellules ciliées sensorielles
cochléaires pourraient suggeérer que les CCI codent le message véritablement auditif, alors que
les CCE n'informe que sur les aspects mécaniques de I'état de I'organe de Corti. En réalité, le
systéeme nerveux central contrdle I'information transmise par les neurones de type | grace aux
axones du complexe olivocochléaire supérieur qui les innervent pour moduler, filtrer et/ou

inhiber I'entrée du message auditif dans le systeme nerveux central (Boucher et Avan, 2023).
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Figure 15 : Représentation schématique de I'innervation afférente des cellules ciliées.
D'aprés Kujawa et Liberman, 2015

Lors de la mécanotransduction, les CCI transforment I’énergie mécanique du son en une
libération de neurotransmetteurs glutamatergiques au niveau de la synapse avec les neurones

du ganglion spiral. La synapse de la CCI a la capacité de libérer son neurotransmetteur d’une
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manicre phasique et tonique, méme lors d’un stimulus prolongé. Cette particularité est associée
a la présence de protéines spécifiques, actuellement pas toutes identifiées, dont certaines ont un
role essentiel dans I’exocytose du glutamate. Les différentes mutations des genes codant pour
ces protéines dont VGLUTS3 (transporteur vésiculaire du glutamate) et otoferlin (senseur de la
concentration calcique pour 1’exocytose des vésicules) sont responsables de surdités. Ces
mutations sont donc a I’origine de synaptopathies et neuropathies auditives (Rance et Starr,

2015 ; Ruel et al., 2008 ; Roux et al., 2006).

La neuropathie auditive est une déficience auditive, elle altere la compréhension de la
parole au-dela de ce qui serait attendu sur la base d'audiogramme tonal (Moser et Starr, 2016).
Cette atteinte auditive neurosensorielle est caractérisée par une préservation de la fonction des
cellules ciliées cochléaires (évaluée par des émissions otoacoustiques (OAE)) et associée a une
absence ou désorganisation des potentiels évoqués auditifs (PEA) corroborés par I'absence de
réflexe stapédien. Cela peut étre expliqué par un encodage neuronal anormal des stimuli
sonores. Ce type de déficience auditive peut étre causé par des lésions des CClI, des synapses a

ruban des CCI ou des neurones du ganglion spiral (Truy et al., 2005).

La perte auditive neurosensorielle peut étre congénitale ou acquise en raison d'une
exposition prolongée a des bruits forts, des substances ototoxiques ou des maladies systémiques
telles que I'hypertension, I'nyperlipidémie et le diabéte (Bagai, 2006 ; Gates and Mills, 2005).
De plus, des études ont démontré que la surexposition au son provoque une excitotoxicité des
synapses des CCIl. Ce mécanisme contribue probablement aux troubles auditifs causés par
I'exposition au bruit ou a la perte auditive liée a I'age (Giraudet et al., 2021 ; Kujawa et
Liberman, 2015). Certaines pathologies métaboliques ou associées a un trouble de I’énergétique
cellulaire (telles que I’ataxie de Friedreich) présentent également une neuropathie auditive avec
une dégradation de la fonction auditive au fur et a mesure de 1’exposition sonore (Rance et al.,
2012). Cependant, I'impact du diabete sur la déficience auditive n'a pas été aussi bien renseigné
en comparaison avec les complications microvasculaires connues affectant les systemes

nerveux rénal, visuel et périphérique (Fujita et al., 2012).

Bien que plusieurs théories aient été proposées (dysfonctionnement mitochondrial,
démyélinisation du nerf auditif, perte du ganglion spiral et modifications atrophiques des
cellules de I'organe de Corti), les mécanismes sous-jacents exacts responsables des lésions du
systeme central auditif induites par le diabéte chez I’humain restent incertains. La
démyélinisation du nerf auditif est également soupconnée de favoriser la détérioration
acoustique chez les personnes diabetiques. La meilleure facon de déterminer la diminution de
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la transmission neurologique est de tester avec les PEA, qui évalue les voies neurales
rétrocochléaires. Certaines études ont montré cette hypothése avec un retard de la latence de
I’onde V des PEA chez les personnes diabétiques de type 1 ou de type 2 (Teng et al, 2017 ;
Akinpelu et al., 2014)

Ces derniéres années, il a été suggéré que la perte auditive liée au diabéte était liée a
I'état du systeme nerveux de la cochlée, en particulier a la détérioration des fibres nerveuses

afférentes. Cependant, ces études n'ont éteé rapportées que dans des modéles animaux.

2.1.2. Pathologies syndromiques associant diabete et perte de I’ audition

Parmi les microangiopathies méconnues, plusieurs études cliniques ont montré un effet
du diabete sur la fonction auditive. Beaucoup de revues scientifiques ont établi une relation

entre le diabéte et la perte de 1’audition.

Perte auditive et diabéte sont 2 problémes de santé publique actuels qui ont une
prévalence croissante dans le monde. Plusieurs centaines de millions de personnes dans le
monde vivent avec un diabete (surtout celui de type 2) ou avec un déficit auditif. Ces 2
pathologies ont pour facteur de risque commun : 1’age. Ces 2 pathologies ont comme principale
conséquence des pertes cellulaires liées a 1’age. Donc il serait facile de faire le parallele entre
ces 2 atteintes (Samocha-Bonet et al., 2021 ; Helzner et Contrera, 2016). L’Association
Américaine du Diabéte a relevé qu’en plus des complications angiopathiques connues,
beaucoup de personnes diabétiques souffraient également d'une perte auditive neurosensorielle,
et bien que la perte auditive soit mentionnée comme une conséquence possible du diabete par
cette association. Malgré cela, une évaluation de l'audition n'est toujours pas incluse dans le
diagnostic préconisé des personnes diabétiques par I’Organisation Mondiale de la Santé
(Balduc et Helzner, 2019). Cependant, d’autres études cliniques ont montré aucune différence
significative entre les personnes diabétiques et non-diabétiques dans la susceptibilité a une perte
d’audition (Seo et al., 2020 ; Spankovich et al., 2017).

La plupart des revues scientifiques évoquant ce lien entre ces 2 pathologies, conclut sur
la difficulté de mener des études sur des populations sans biais de facteurs (age, qualité de vie).
Selon ces revues, de nouvelles études précliniques sont nécessaires pour clarifier les
mécanismes physiopathologiques spécifiques qui sous-tendent les dommages causés par le

diabete sur le systeme auditif et la maniére dont les traitements actuels peuvent contribuer a
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inverser les effets physiopathologiques du diabéte sur le systeme auditif (Gioacchini et al.,
2023 ; Samocha-Bonet et al., 2021 ; Balduc et Helzner, 2019).

Neéanmoins, le diabete et la perte de 1’audition sont associés avec d’autres atteintes dans
d’autres pathologies ayant une prévalence moindre comme 1’ataxie de Friedreich, le syndrome

de Wolfram ou encore la maladie d’Alzheimer.

2.1.2.1. Ataxie de Friedreich
L'ataxie de Friedreich a été décrite pour la premiére fois en 1863 par le médecin
allemand Nikolaus Friedreich. L'ataxie de Friedreich est une maladie neurodégénérative rare
associant des troubles neurologiques séveres, une atteinte neurodégénérative progressive ainsi
que des complications cardiaques et diabétiques. Elle se manifeste par une combinaison de
difficultés a se déplacer, de faiblesse musculaire, de perte de sensation et de proprioception, et
de troubles de I'élocution. Ces symptdmes apparaissent pendant I’enfance et s’aggravent avec

le temps en développant dans certains cas un diabéte.

La cause de cette maladie est le résultat de mutations du géne de la frataxine qui est
responsable de la production de frataxine, une protéine qui contribue a la formation d'enzymes
nécessaires a la production d'adénosine triphosphate (ATP) par les mitochondries et a la gestion
des réserves de fer. Les cellules trés actives qui dépendent de la production d'ATP, telles que
les neurones, les cardiomyocytes et les cellules B du pancréas, sont donc affectées (Lynch et al.,

2021).

Si depuis de nombreuses années il est connu que les patients atteints d'ataxie de
Friedreich présentent un risque accru de développer un diabéte (avec une incidence entre 6% et
19%) et une intolérance au glucose (pres de 49% des patients), une étude récente vient de
préciser les mécanismes sous-jacents dans le diabéte associé a I'ataxie de Friedreich. Ainsi, la
résistance a l'insuline fréquemment observée dans l'ataxie de Friedreich serait due a une

défaillance des cellules B pancréatiques (Cnop et al., 2013 ; Cnop et al., 2012).

Il a également été montré que chez les patients atteints d'ataxie de Friedreich, la
défaillance mitochondriale entraine une altération de I'énergie cellulaire. De nombreux patients
atteints d'ataxie de Friedreich présentent également une déficience auditive dans le bruit (Rance
et al., 2012). En effet, dans certains cas ils peuvent présenter des PEA en réponse a des séries
de stimuli courtes mais pas longues. Une exposition prolongée conduirait a des augmentations
graduelles de la latence des ondes auditives PEA. Le manque de production d'ATP serait une

explication probable de la neuropathie auditive dans I'ataxie de Friedreich (Giraudet et al.,
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2018). La défaillance mitochondriale pourrait expliquer I’association d’un diabéte et d’une

susceptibilité a la perte de 1’audition.

2.1.2.2.  Syndrome de Wolfram

Le syndrome de Wolfram a été décrit pour la premiére fois en 1938 par Wolfram et
Wagener. Le syndrome de Wolfram est une pathologie neurodégénérative et génétique rare
caractérisée par un diabete d'apparition juvénile (type 1), un diabéte insipide, une atrophie du
nerf optique, une perte auditive et une neurodégénérescence. La prévalence du syndrome de
Wolfram est estimée a 1/770 000 a travers le monde (Barrett et Bundey, 1997). Il existe
plusieurs formes de syndrome de Wolfram : type 1 et type 2. Le syndrome de type 1 représente
90% des cas.

La premiere manifestation de la maladie est le diabéte de type 1 qui est diagnostiqué a
I’age enfant. L’atrophie du nerf optique marquée par la perte de la vision périphérique est
généralement la 2° manifestation suivie par le diabéte insipide puis la surdité neurosensorielle.
Environ 65 % des patients développent une surdité de perception sur les hautes fréquences
progressive dont la gravité peut aller d'une surdité de naissance a une légere perte auditive a
I'adolescence qui s'aggrave avec le temps (Karzon et al., 2018 ; Urano, 2016).

Comme pour I’ataxie de Friedreich, la cause de la maladie de type 1 résulte dans la
plupart des cas de la mutation du géne WFS1 qui est responsable de la production de
wolframine. La wolframine est une protéine transmembranaire qui régule certains mécanismes
de I'hnoméostasie calcique du réticulum endoplasmique et joue donc un role dans I'apoptose
cellulaire. La mutation de ce géne a pour conséquence la non-régulation des niveaux de calcium
cellulaire et donc le dysfonctionnement du réticulum endoplasmique. Cela induit notamment la
mort des cellules B du pancréas qui produisent 1’insuline provoquant ainsi un diabete de type 1

(Rigoli et al., 2022).

Un autre géne est également responsable d’une forme de la maladie : le géne CISD2
responsable du syndrome de Wolfram de type 2. Ce gene régule la production de protéines
situees sur la membrane externe des mitochondries. La mutation de CISD2 entraine la
production de protéine CISD2 anormalement petite et non-fonctionnelle. Cela cause un
dysfonctionnement de la mitochondrie qui se détériore. Ce syndrome de type 2 est associé
essentiellement au diabéte de type 1, a I’atrophie du nerf optique et a la surdité neurosensorielle

progressive sur les hautes fréquences (Rosanio et al., 2022). Comme pour I’ataxie de Friedreich,
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la défaillance mitochondriale pourrait expliquer 1’association d’un diabéte de type 1 et une

susceptibilité a la perte de 1’audition.

2.1.2.3. Syndrome d’Alstrom
Le syndrome d’Alstrom est une autre pathologie associant diabéte et atteinte auditive.
Il a été décrit pour la premiére fois par Alstrom en 1959. C’est une maladie multi-systémique
rare caractérisée par une dystrophie des cones et des batonnets, une surdité précoce, une obésité,
une résistance a l'insuline qui se caractérise par un diabete de type 2, une cardiomyopathie
dilatée et un dysfonctionnement hépatique et rénal progressif (Alstrém et al., 1959). La
prévalence du syndrome d’Alstrom est estimée a 1/1 000 000 en Europe. Son diagnostic est

difficile et peut étre confondu selon les symptémes avec le syndrome de Wolfram.

Cette maladie touche essentiellement les enfants et les nourrissons qui sont atteints
d’une surdité a la naissance associée a de multiples syndromes métaboliques dont le diabéte de
type 2 et ’obésité. L’espérance de vie est tres faible pour les patients atteints de ce syndrome

Tres peu de cas ont été recensés dans le monde.

Le syndrome d’Alstrom est dii a des mutations du gene ALMSI1. Sa fonction moléculaire
demeure inconnue a ce jour, mais il pourrait étre impliqué dans la fonction ciliaire, le contréle

du cycle cellulaire et le transport intracellulaire (Beqiri-Jashari et al., 2022).

2.1.1.4. Maladie d’Alzheimer (ou diabéte de « type 3 »)
Un autre diabéte est également décrit mais il est associé a une maladie

neurodégénérative liée a I’age : la maladie d’ Alzheimer.

Cette association a été établie par le fait que le moindre apport en sucres dans les
neurones cibles provoqué par ’insulinorésistance du diabete de type 2 causerait des atteintes
cognitives similaires aux symptomes de la maladie d’ Alzheimer (De la Monte et Wands, 2008).
Ce postulat consiste a établir une origine métabolique a la maladie d’ Alzheimer. Cependant, il
existe trop de facteurs indépendants pouvant établir un lien entre perte de 1’audition liée a I’age
et diabéte de type 2 pour les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Ce postulat est trés

discuté dans le monde scientifique.
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2.2. Chez ’animal

De nombreuses études précliniques ont révélé que des pertes massives de cellules ciliées
internes, ou de fibres nerveuses pouvaient étre sans conséquence sur les seuils liminaires (seuils
de détection, déterminés par 1’audiométrie) (Fujita et al., 2012). L’atteinte auditive chez les
patients diabétiques pourraient donc étre sous-estimées car mal évaluée. Il semble donc
indispensable de documenter du point de vue fonctionnel et histologique plus précisément sur

des modeles murins cette complication « silencieuse » du diabete.

2.2.1. Quel lien avec I’audition ?

Des études cliniques et de méta-analyse ont montrées que le lien entre diabéte et perte
auditive était possible avec des atteintes vasculaires (Fukushima et al., 2006) hypothétiquement
associé a des atteintes neurales (AlJasser et al., 2020 ; Teng et al., 2017 ; Akinpelu et al., 2014).
Il a été conclu de nouvelles études pré-cliniques étaient nécessaires pour clarifier les
mécanismes physiopathologiques spécifiques qui sous-tendent les dommages causés par le

diabéte sur le systeme auditif (Samocha-Bonet et al., 2021).

A travers ces études cliniques, plusieurs théories ont été proposees mélangeant atteintes
vasculaires et neurales : microangiopathie, produits finaux de glycation avancée, stress oxydatif
réactif et dysfonctionnement mitochondrial, demyélinisation du nerf auditif, perte du ganglion
spiral et modifications atrophiques des cellules de I'organe de Corti. De nombreuses études
réalisées sur des modéles animaux ont tenté d'étudier les altérations survenant dans les sous-

structures cochléaires apres un état diabétique prolongé.

2.2.2. Etudes précliniques sur les pathologies associant diabéte et perte auditive

Parmi les pathologies associant diabete et perte auditive avec d’autres atteintes (par
exemple une atteinte visuelle pour le syndrome de Wolfram ou atteinte motrice pour 1’ataxie de
Friedreich), des modéles animaux de ces pathologies ont été créés pour comprendre les

mécanismes physiopathologiques causant les dommages sur le systeme auditif.
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2.2.2.1. Ataxie de Friedreich

Des études récentes ont montré que les patients atteints d'ataxie de Friedreich
présentaient un dysfonctionnement de la transmission dans les voies neuronales auditives
(Giraudet et al., 2018 ; Rance et al., 2012). Une étude préclinique a tenté de caractériser les
déficits auditifs dans un modéle murin de l'ataxie de Friedreich. Cette étude a révelé des
changements dégénératifs dans la structure et la fonction auditives chez des souris ataxiques de
Friedreich. Malgré des seuils auditifs stables, ces souris présentaient une dégénérescence du
nerf auditif montrée par une diminution du nombre de neurones du ganglion spiral. Ce modeéle

murin tendrait & montrer que 1’atteinte auditive serait d’origine neurale (Rance et al., 2023).
2.2.2.2. Syndrome de Wolfram

Comme la perte progressive de l'audition est une caractéristique clinique du syndrome de
Wolfram, un modéle de rat du syndrome de Wolfram a été créé pour comprendre ce mécanisme
(Jagomae et al., 2021). Cependant, la perte auditive progressive est difficile a modéliser chez
les animaux, étant donné qu'elle est également variable chez les patients humains. Sur ce modele
de rat, Jagomaée et al., ont essayé un traitement pouvant réduire les effets de la maladie. Si ce
traitement a montré des progres sur 1’état diabétique, il n’y a pas eu d’effet sur la perte auditive.
Les mécanismes causant cette perte auditive restaient inconnus empéchant de comprendre le
role de la protéine Wolframin dans la voie auditive (Jagomae et al., 2023). Cependant, une autre
étude a modélisé une souris knock-in, la lignée Wfs1E864K, présentant une mutation humaine
conduisant a une surdité sévére chez les individus atteints. Leurs résultats ont montré que la
protéine Wolframin joue un réle dans le maintien du potentiel endocochléaire et de la strie
vasculaire. Ce modéle murin tendrait a montrer que I’atteinte auditive serait d’origine vasculaire

dans le syndrome de Wolfram (Richard et al., 2023).

2.2.2.3. Atteinte auditive d origine vasculaire (strie vasculaire, CCE)

Il existe beaucoup d’études précliniques qui ont observé des altérations de 1’oreille
interne sur des modeles animaux de diabéte. En premier lieu, I’hypothése de D’atteinte
vasculaire s’est posée. Chez ’humain, il a ét¢ montré une microangiopathie cochléaire avec
une dégénération de la strie vasculaire et des CCE (Fukushima et al., 2006). Cette hypothése

est également la plus facilement vérifiable avec des techniques faciles a réaliser (analyse
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histologique ou enregistrement d’otoémissions acoustiques, une technique non-invasive
permettant de vérifier la fonctionnalité des CCE). La microangiopathie cochléaire, observée par
un épaississement de la strie vasculaire, de 1’artére modiolaire spirale cochléaire et un flux
sanguin réduit, a été vérifiée sur des modeéles animaux de tous types de diabétes (Seo et al.,
2022 ; McQueen et al., 1999 ; Smith et al., 1995). Cette microangiopathie cochléaire a été
observée par une expansion de 1I’endolymphe induit par une insulinorésistance sur un modele

de diabéte de type 2 (Palbrink et al., 2020).

2.2.2.4. Atteinte neurale (CCI, fibres nerveuses, voie centrale)

Cependant, il a également montré dans la littérature scientifique, que les troubles auditifs
causés par le diabéte pourraient étre d’origine neurale. Sur des modéles murins diabétiques de
STZ, I'hyperglycémie associée au diabéte de type 1 ou de type 2 a provoqué un
dysfonctionnement du nerf auditif (retard des latences des ondes PEA). Tandis que
I'nyperinsulinémie associée au diabéte de type 2 a provoqué un dysfonctionnement a la fois des
voies auditives centrales (retard de latence et diminution de 1’amplitude des ondes Na-Pa
correspondant a la région thalamique de la voie auditive) et des cellules ciliées cochléaires
(Hong et Kang, 2014 ; Hong et Kang, 2008).

Des modéles diabétiques de STZ ont démontré une plus grande susceptibilité au bruit
(trauma sonore) avec un flux sanguin cochléaire réduit et une strie vasculaire plus épaisse
montrant une atteinte vasculaire. Cependant cette atteinte vasculaire a été accompagné par une
atteinte neurale avec une perte des neurones du ganglion spiral établissant une possible
neuropathie auditive (Fujita et al., 2012 ; Lee et al., 2021). Une autre étude a suggéré que les
souris diabétiques induit génétiquement (C57BI1/6J Leprd®®®) semblaient étre plus sensibles aux
traumatismes sonores. Les souris diabétiques ont développé une perte auditive importante
montrée par des lésions graves des cellules ciliées et une synaptopathie due a I'augmentation
des réponses inflammatoires et de la production de ROS chez les souris diabétiques (Han et al.,
2018). Cependant, cette susceptibilité au bruit pour les souris diabétiques n’est pas encore un

consensus scientifique (Yang et al., 2015).

Ces modéles de STZ montrant une atteinte auditive ne sont pas dépendants des souches
murines utilisées. La souche CBA/J, qui possede une audition stable sur 2 ans, a montré une
amplification de la perte auditive liée a ’age avec une augmentation de ses seuils auditifs quand

elle est atteinte de diabéte (Vasilyeva et al., 2009).
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Une autre étude utilisant un modéle diabétique de type 1 induit génétiqguement (Akita)
a montré que la perte auditive dans le diabete de type 1 était causée non seulement par un
déséquilibre ionique et des troubles de la circulation sanguine dans I'endolymphe cochléaire,
mais aussi par la déegénérescence du systeme nerveux via une atteinte des mitochondries dans

les neurones du ganglion spiral et la mort cellulaire médiée par I'apoptose (Lee et al., 2020).

Concernant les atteintes liées a la voie mitochondriale, une étude récente sur un modele
murin de diabéte (C57BI/6J Lepr®) a mis en évidence des altérations de la structure et de la
morphologie des mitochondries dans la strie vasculaire, des mitochondries des CCl et des CCE
ainsi que celles dans les synapses des neurones du ganglion spiral. Le dysfonctionnement
mitochondrial serait profondément impliqué dans la perte auditive diabétique, et pourrait
suggeérer les avantages potentiels des stratégies thérapeutiques ciblant les mitochondries (Lyu
etal., 2021).

Des études ont montré que des stratégies thérapeutiques pourraient étre mis en place.
Sur des modeles diabétiques induit chimiquement par la STZ, des améliorations sur les seuils
auditifs, une diminution de la dégradation des cellules ciliées et des neurones du ganglion spiral
a été apercu. Ces stratégies consistaient a administrer des molécules (Rutine, Thioredoxine)
ayant un effet anti-oxydatif pour lutter contre la production de ROS, responsable du stress

oxydatif dans les neurones (Doostkam et al., 2021 ; Ren et al., 2021).

Toutes ces études précliniques ont confirmé plusieurs théories concernant le lien diabete
et audition associant des atteintes vasculaires et neurales : microangiopathie, produits finaux de
glycation avancée, stress oxydatif réactif et dysfonctionnement mitochondrial, démyélinisation
du nerf auditif, perte du ganglion spiral et modifications atrophiques des cellules de I'organe de
Corti. Malgré tout, cela reste encore peu documenté et cette capacité de reproductibilité des

résultats reste encore a prouver.
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3. Objectif de la these

3.1. Contexte de mon travail

Il a été vu que le risque d’avoir une atteinte auditive était deux fois plus €élevé chez les
individus diabétiques par rapport a des individus non-diabétiques. Differentes études
épidémiologiques traitant sur cette association ont montré une plus grande prévalence au
développement d’une perte auditive bilatérale chez les diabétiques « jeunes » (moins de 50 ans)
(Spankovich et al., 2019 ; Kim et al., 2017). Pour autant aucun lien de causalité n’a pu étre

réellement établi, seulement des hypotheses.

Ces hypothéses tendent a montrer que cette association entre diabéte et perte auditive
aurait plusieurs origines. Tout d’abord une atteinte vasculaire par une dégradation de la
microcirculation sanguine de la cochlée qui induirait une perte des CCE (Fukushima et al.,
2006 ; Fukushima et al., 2005). Cette atteinte vasculaire peut étre liée dans certains cas a une
atteinte neurale montrée par des mesures électrophysiologiques (PEA) qui indiquerait une
atteinte des fibres nerveuses (Teng et al., 2017 ; Akinpelu et al., 2014).

Cette recherche de lien de causalité est d’actualité. Sans connaitre les mécanismes sous-
tendant ces pathologies, des campagnes de prévention et de documentation se font de plus en
plus fréquemment ces derniéres années montrant un intérét croissant pour ces pathologies

touchant de plus en plus de personnes dans le monde.

Méme au sein de notre laboratoire, une étude clinique a vu le jour montrant une
altération des performances neurales auditives chez les patients diabétiques de type 2 et qu’il
est nécessaire d’utiliser de tests supplémentaires pour évaluer la fonction auditive-neurale chez

les sujets diabétiques dont l'audition est altérée (Giraudet et al., 2022).

Il reste donc a déterminer si la perte auditive est associée au diabéte indépendamment
du contrdle glycémique. La perte auditive a son propre ensemble de facteurs de risque et en
partage d'autres avec le diabéte comme 1’age ou la qualité de vie. C’est pourquoi I’utilisation
du modele animal est primordial pour étudier et caracteriser ce possible lien. Beaucoup de
recherches précliniques ont étudi¢ et tenté d’apporter des explications a cette association de
pathologies. Certaines études ont affirmé ou non les hypotheses cliniques précédemment
décrites et en ont développé d’autres (atteinte mitochondriale) (Lyu et al., 2021). Cependant, la
plupart de ces études ont utilisé des modeles animaux propres a leur laboratoire manquant de

pertinence dans leur recherche.
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Mon projet de thése a consisté a obtenir une preuve de concept sur modéle murin d’une
possible atteinte auditive conséquente de 1’induction d’un diabéte. Le but a donc été de créer
un modele de jeune souris diabétique (étude 1) montrant une neuropathie périphérique et
caractériser si une atteinte auditive était induite par ce diabéte. Si oui, quelle en serait 1’origine
(vasculaire ou nerveuse) en utilisant des tests d’explorations fonctionnelles mesurant le systéme

auditif périphérique (PDA, PEAp) et central (PEAIm) complétés par une analyse histologique.
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Etude n°2 de ’'impact d’un syndrome métabolique
hyperglycémique sur la fonction auditive périphérique sur des
modeles murins

L’objectif de cette étude n°2 est d’examiner -par des approches fonctionnelles et
histologiques- les possibles conséquences d’un syndrome métabolique hyperglycémique
(induit par une injection de streptozotocine a 200mg/kg) sur la fonction auditive
périphérique chez 2 souches de souris : C57BI1/6JrJ et CBA/JrJ.

I) Protocole n°1

Etude de ’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la

fonction auditive périphérique chez des souris de souche C57BI1/6JrJ

Induction syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche C57BI1/6JrJ

Dans le cadre de 1’étude 1, qui a porté sur la mise au point d’un modéle de syndrome
métabolique hyperglycémique sur la souche C57BI/6Jr], nous avons ainsi pu établir un
protocole qui induit une hyperglycémie pathologique rapide (installation en 48h) et stable (sur

16 semaines de suivi).

Nous avons ainsi constitué un groupe contréle de 21 souris males C57BI/6JrJ et un
groupe de 22 souris males C57BI/6JrJ traitées STZ00. Lors de 1’administration de la STZ20o,
toutes les souris C57BI/6JrJ étaient agées de 6 semaines. Toutes les explorations fonctionnelles
auditives (DPOAE et PEAp) ont été réalisées sous anesthésie générale gazeuse (isoflurane 4%
lors de I’induction puis 1,5% lors du maintien) avec monitorage et maintien de la température

corporelle.

Les graphiques suivants — évolutions du taux de glycémie, du poids corporel, de la
vitesse de conduction neurale - illustrant I’impact de 1’administration de STZ200 présentent les
caractéristiques identiques comme précédemment décrites dans la premiere étude de

I’installation d’un syndrome métabolique hyperglycémique de la souche C57BI/6JrJ.
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Figure 16 : Evaluation de [’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI1/6JrJ.
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La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 16 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles C57BI/6JrJ (n=21), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg
(n=22).

A) Etude des Produits de distorsion acoustique

Seuils auditifs acoustiques

La mesure des produits de distorsion acoustiques (PDA) nous permet d’évaluer de fagon
rapide objective et non-invasive la fonctionnalité des cellules ciliées externes. A 1’aide d’un
protocole de présentation de stimuli de différentes fréquences a différentes intensités (8, 12, 16,
24 et 32 kHz entre 20 et 70 dB SPL) il est possible pour chaque souris de déterminer un seuil
auditif acoustique correspondant a une émergence de la réponse des PDA au minimum de 7 dB

au-dessus du bruit de fond.

Suite a ’administration d’une dose unique STZ200, Certains animaux traités présentent a
partir de 8 semaines une évolution des seuils auditifs acoustiques affectant les hautes fréquences
(24 & 32 kHz). Cette variabilité des réponses est observée a partir de 8 semaines post injection
STZx0. A 16 semaines post injection STZxp, aucune réponse acoustique en PDA n’est
mesurable pour tous les animaux traités sur les hautes fréquences (24 & 32 kHz). Pour les
animaux controles, cette évolution des seuils auditifs acoustiques est également constatée mais
de facon moins drastique et avec également une certaine variabilité inter-individuelle. En effet
si, & 16 semaines post injection STZ»go, certaines souris contrbles présentent encore des
réponses a 32 kHz, il est important de souligner que la majorite de celles-ci présentent encore
des PDA a la fréquence de 24 kHz.
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Figure 17 : Evaluation de [’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ sur les produits de distorsion acoustiques.

Les données moyennees et les données individuelles des seuils auditifs acoustiques sont
représentées pour 3 temps de suivi post-injection STZ2q0 (avant, 8 et 16 semaines de suivi) pour
les fréquences de 8, 12, 16, 24 et 32 kHz.

T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris controles C57BI/6Jr) (n=21), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg
(n=22).
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B) Etudes des Potentiels évoqués auditifs précoces

a) Seuils auditifs électrophysiologiques
La mesure des potentiels évoqués auditifs précoces (PEAp) nous permet d’évaluer de

fagcon objective et non-invasive la fonction auditive jusqu’au niveau du tronc cérébral.

A I’aide d’un protocole de présentation de stimuli de différentes fréquences a différentes
intensités (8, 12, 16, 24 et 32 kHz entre 10 et 100 dB SPL) il est possible pour chaque souris de
déterminer un seuil auditif électrophysiologique, des latences et amplitudes des ondes I Il et
V. La détermination du seuil correspond la plus petite intensité de stimulation permettant de
visualiser I’émergence de I’onde I (avec une reproductibilité sur 2 courbes mesurées de facon

successive).

Si le seuil auditif acoustique -mesuré a I’aide des PDA- présentait une évolution sur les
hautes fréquences (24 & 32 kHz) des 8 semaine post-injection STZz0, 1’évolution du seuil
auditif électrophysiologique -mesuré a I’aide des PEAp -reste identique pour les 2 groupes
d’animaux jusqu’a 8 semaines. Si pour les animaux controles les seuils auditifs
électrophysiologiques restent en moyenne identiques jusqu’a la 16°™ semaine sur 1’ensemble
des fréquences évaluées, nous constatons une nette augmentation des seuils auditifs
électrophysiologiques moyens pour les animaux traités STZ2q0 (Seuil skHz-112j-ctt = 32,5 + 6,9 dB
SPL, Seuil gkHz-112j- sTz200 = 50,0 + 18,9 dB SPL, Seuil 12xHz-112j-ct = 25,9 £ 10,8 dB SPL, Seuil
12kHz-112j- sTz200 = 50,0 + 23,6 dB SPL, Seuil 16kHz-112j-ctt = 22,6 + 12,6 dB SPL, Seuil 16kHz-112j-
stz200 = 47,1 + 20,6 dB SPL, Seuil 24kHz-1125ctt = 46,5 £ 14,9 dB SPL,  Seuil 16kHz-112j- sTZ200 =
80,0 + 19,4 dB SPL, Seuil 3oxHz-112j-ct = 62,4 £ 10,9 dB SPL, Seuil 32xHz-112j- sT2200 = 83,6 + 16,0
dB SPL).
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Figure 18 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ sur les potentiels évoqués auditifs precoces.

Les données moyennées et les donnees individuelles des seuils auditifs électrophysiologiques
sont représentées pour 3 temps de suivi post-injection STZzq0 (avant, 8 et 16 semaines de suivi)
pour les fréquences de 8, 12, 16, 24 et 32 kHz.

T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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Taille des groupes : souris contréles C57BI/6JrJ (n=21), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg
(n=22).

b) Comparaison seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques

Les graphiques suivants permettent de comparer les seuils auditifs acoustiques et
électrophysiologiques des 2 groupes d’animaux contrdles et traités pour les fréquences de 8,
16, 24 et 32 kHz avant et 16 semaines post-injection STZ200. Ce type de représentation permet
de visualiser chez les animaux controles de constater que 1’évolution des seuils auditifs
acoustiques est paralléle a I’évolution des seuils auditifs électrophysiologiques. Nous
constatons que pour certains animaux traités STZ2qo il y a une dégradation plus marquée de leur
fonction auditive. Les seuils auditifs électrophysiologiques subissent la méme évolution que
les seuils auditifs acoustiques. Ceci ne révele pas d’atteinte plus spécifique des cellules ciliées
externes ou des voies auditives neurales sur les aspects de détection (seuils auditifs) de la

fonction auditive.
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Figure 19 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ sur les potentiels évoqueés auditifs précoces et les produits de distorsion
acoustiques

Les données individuelles des seuils auditifs électrophysiologiques et acoustiques sont

représentées pour 2 temps de suivi post-injection STZ2q0 (avant et 16 semaines de suivi) pour
les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz.

Taille des groupes : souris contrles C57BI/6JrJ (n=21), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg

(n=22).
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c) Latences desondes |, Il etV
Les latences des ondes I, Il et V ont été déterminees sur des tracés de PEAp obtenus
avec une intensité de présentation de 70 dB SPL pour chaque fréquence (8, 12,16,24,32, kHz),
sur 21 souris contrdles (tout au long des 16 semaines de suivi) et sur 14 souris traitées STZ200

sur un suivi de 56j et uniqguement de 8 souris traitées a 16 semaines.

En abscisse, temps apres injection de STZ en jours En ordonnée latence de 1’onde en

millisecondes.

Latences de I’onde 1

Les graphiques montrent que la majorité des souris traitées présentent une latence
d’onde I identique a celle déterminée pour les animaux contrdles. Néanmoins, pour quelques
souris traitées (pres de la moiti€) aucune onde I n’a pu étre visualisées et ce sur les fréquences
de 24 et 32 kHz a partir de 8 semaines post-injection STZ200. Pour ces mémes souris traitées,
la latence de leur onde | présente une légére augmentation croissante a la fréquence de 16kHz,

et une augmentation croissante plus marquée aux fréquences de 8 et 10kHz.

Pour les fréquences de 8, 10 et 16 kHz, la variabilité inter-individuelle est trés peu
marquée pour la latence de ’onde 1. Néanmoins, pour les fréquences de 24 et 32 kHz nous

constatons que la latence de 1’onde I présente une variabilité un peu plus marquée.
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Figure 20 : Evaluation de la latence de ['onde I suite a I’administration de la STZ a une dose
de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6JrJ.
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La détermination de la latence de 1’onde I, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines aprés 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données individuelles sont représentees, et données moyennées (moyenne + écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux contréles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles C57BI1/6JrJ (n=21), souris C57BI1/6JrJ STZ 200 mg/kg (nio=
14, nagi= 14, nsgi= 14, nggj= 14, n1125= 8)

Latences de ’onde 111

Le profil d’évolution de la latence de I’onde III est similaire a I’évolution de ’onde 1.
Cependant, il apparait trés clairement que la latence de 1’onde III pour les animaux traitées
STZx0 présente une dispersion vers des valeurs de latence plus importante, et ceci de fagon
plus marquée encore une fois sur les fréquences de 24 et 32 kHz. Pour un peu moins de la moitié
des animaux traitées STZ2q0 au niveau des fréquences 8 et 10 kHz et surtout a 16 semaines post-
injection, nous retrouvons également une augmentation plus marquée de la latence de 1’onde
Il.
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La détermination de la latence de 1’onde III, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines apres 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données individuelles sont représentees, et données moyennées (moyenne + écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux controles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contrdles C57B1/6JrJ (n=21), souris C57BI1/6JrJ STZ 200 mg/kg (nwo=
14, nagi= 14, nsgi= 14, nggj= 14, n1125= 8)

Latences de ’onde V

Les évolutions de latence des ondes I et III se répercutent sur la latence de I’onde V.
Ainsi, les mémes constatations de dispersion des valeurs individuelles sont plus marquées dés

la 12°™ semaine post-injection STZ00 pour la fréquence de 32 kHz.
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La détermination de la latence de I’onde V, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines aprés 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/Kkg.

Les données individuelles sont représentees, et données moyennées (moyenne + écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux contréles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles C57BI/6JrJ (n=21), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg

(nwo= 14, nzsj= 14, nsg= 14, Ngsj= 14, n115= 8)

C) Analyse histologique de cochlée
A T’aide la coloration hématoxyline et €osine, des coupes fines de cochlées (7um - en

inclusion paraffine) d’animaux contréles et traités STZoo0 Ont été observées au microscope
optique (grossissement x40) avec un examen focalisé sur la région du canal de Rosenthal
contenant les corps cellulaires des ganglions spiraux. Le dénombrement des corps cellulaires
des ganglions spiraux selon une surface délimitée a permis de déterminer une densité pour les

¢tages basaux, médiaux et apicaux de cochlées d’animaux controles et traités STZ20.

Figure 23 : Coupe histologique d’organe de Corti suite a ['administration de la STZ a une
dose de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6JrJ.

Coupes fines (7um, inclusion paraffine, coloration hématoxyline et éosine) de cochlée au
niveau du tour médian d’une souris controle C57BI/6JrJ (image de droite) et d’une souris

C57BI/6Jr] traitée STZ200 (2 gauche) 16 semaines post-injection.

La densité des corps cellulaires des ganglions spiraux (GS) est identique (aucune différence

significative) pour les animaux du groupe controle C57BI1/6JrJ quel que soit 1’étage cochléaire
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anaIySé (GSapicaI-ctI = 5,65 + 0,1 10-3/},lm2, GSmédian-ctI = 5,76 + 0,06 10-3/Hm2,
GShasal-ctl = 5,66 + 0,09 103/um?).

Pour les animaux C57BI/6JrJ traités STZ200 16 semaines post-injection il y a une différence
significative de la densité des corps cellulaires des GS comparativement aux densités pour les
animaux  contréles  C57BI/6JrJ  (GSapicastzzoo = 3,93 = 0,08 10%/umz,
GSmedian- 572200 = 4,29 + 0,07 10°%/um?, GShasal- s1z200 = 4,23 0,09 103/um2, T-test Student
***P<(0.001). De plus, pour les animaux C57BI/6JrJ traités STZao0, I’étage apical présente une
densité des GS significativement plus faible comparativement aux étages médian (Mann-
Whitney Rank Sum Test ***P<0.001) et basal (Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05).
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Figure 24 : Détermination de la densité des ganglions spiraux suite a [’administration de la
STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6JrJ.
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Les données de densité des ganglions spiraux pour les étages apicaux, médians, basaux sont
représentées en boxplot pour les souris contrdle C57BI/6JrJ sur un lot de 5 souris (boxplot en
NOIr, Napical-ct= 14 COUPES, Nmedian-cti= 17 COUPES, Npasal-ct= 11 coupes) et pour les souris
C57BI/6JrJ traitée STZx0 sur un lot de 6 souris (boxplot en rouge, Napica-sTz200= 24,

Nmédian- 5TZ200= 29, Npasal- sTZ200= 29) 16 sSemaines post-injection.

T-test Student ***P<0.001

Conclusion de I’étude de I’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la
fonction auditive périphérique chez des souris de souche C57BI/6JrJ

La souche de souris C57BI/6JrJ est connue pour présenter une dégradation précoce (des

le 2°™ mois de vie) et progressive de sa fonction auditive périphérique.

Apres avoir induit une hyperglycémie pathologique rapide (installation en 48h) et stable
(sur 16 semaines de suivi), nous avons constaté que les animaux C57BI/6Jr] traités STZ200
présentent une accélération de la dégradation de leur fonction auditive périphérique. Ceci est
particulierement visible sur les seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques.

Il est également important de souligner que les réponses inter-individuelles -tant chez
les animaux contrdles que les animaux traitées- présentent une grande variabilité. Ceci pourrait
étre en accord avec les observations cliniques chez I’Homme et I’hétérogénéité des expressions

pathologiques.

Les images histologiques sont en accord avec les évaluations fonctionnelles auditives et
laissent apparaitre des pertes cellulaires au niveau de 1’organe de Corti (disparition des cellules

ciliées externes et internes).

Par ailleurs, I’analyse des réponses électrophysiologiques montrent une dégradation de
la morphologie des ondes avec une augmentation de leurs latences. Ceci suggere qu’en plus de
I’atteinte purement cochléaire (au niveau de I’organe de Corti) I’hyperglycémie pathologique

induite entraine une atteinte des fibres nerveuses auditives périphériques.

I1y a donc en paralléle de I’accélération de la dégradation de leur fonction auditive

périphérique une neuropathie auditive.

Ce constat physiopathologique fonctionnel est attesté par une perte des ganglions

spiraux chez les animaux C57BI1/6JrJ traités ST Z2oo0.
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I1) Protocole n°2

Etude de ’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la

fonction auditive périphérique chez des souris de souche CBA/JrJ

Induction syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche CBA/JrJ

Dans le cadre de I’étude 1, qui a porté sur la mise au point d’un mod¢le de syndrome
métabolique hyperglycémique sur la souche CBA/JrJ, nous avons ainsi pu établir un protocole
qui induit une hyperglycémie pathologique (installation en 2 semaines) et stable (sur 16

semaines de suivi).

Nous avons ainsi constitué un groupe contrdle de 13 souris males CBA/JrJ, et un groupe
de 28 souris males CBA/JrJs traitées STZ200. Lors de I’administration de la STZ200, toutes les
souris CBA/JrJ étaient agées de 6 semaines. Toutes les explorations fonctionnelles auditives
(DPOAE et PEAp) ont été réalisées sous anesthésie générale gazeuse (isoflurane 4% lors de
I’induction puis 1,5% lors du maintien) avec monitorage et maintien de la température

corporelle.

Les graphiques suivants — évolutions du taux de glycémie, du poids corporel, de la
vitesse de conduction neurale - illustrant I’impact de I’administration de STZ200 présentent les
caractéristiques identiqgues comme précédemment décrites dans la premiere étude de

I’installation d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la souche CBA/JrJ.
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Figure 25 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris

CBA/JrJ.
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La mesure du taux de glycémie (panel A), du poids corporel (panel B) et de la vitesse de
conduction nerveuse caudale (panel C) ont été réalisées pendant 16 semaines apres
I’administration par une injection unique d’une dose de streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les donnees individuelles sont représentées.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles CBA/JrJ (n=13), souris CBA/JrJ STZ 200 mg/kg (n=28).

A) Etude des Produits de distorsion acoustiques

Seuils auditifs acoustiques

Comme pour 1’étude sur la souche C57B1/6J1], a I’aide d’un protocole de présentation
de stimuli de différentes fréquences a différentes intensités (8, 12, 16, 24 et 32 kHz entre 20 et
70 dB SPL), nous avons déterminer (pour chaque souris) un seuil auditif acoustique
correspondant a une émergence de la réponse des PDA au minimum de 7 dB au-dessus du bruit
de fond.

L’étude des seuils auditifs acoustiques sur les 5 fréquences étudiées (8, 12, 16, 24 et 32
kHz) ne révele pas de différence significative entre les souris CBA/JrJ traitées STZoo

comparativement aux souris contrdles CBA/JrJ et ceci tout au long des 16 semaines de suivi.
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Figure 26 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
CBA/JrJ sur les produits de distorsion acoustiques.

Les données moyennées et les données individuelles des seuils auditifs acoustiques sont
représentees pour 3 temps de suivi post-injection STZ2q0 (avant, 8 et 16 semaines de suivi) pour
les frequences de 8, 12, 16, 24 et 32 kHz.
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T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
Taille des groupes : souris contréles CBA/JrJ (n=13), souris CBA/JrJ STZ 200 mg/kg (n=28).

B) Etudes des Potentiels évoqués auditifs précoces
a) Seuils auditifs électrophysiologiques

A I’aide d’un protocole de présentation de stimuli de différentes fréquences a différentes
intensiteés (8, 12, 16, 24 et 32 kHz entre 10 et 100 dB SPL), nous avons -pour chaque souris-
déterminer un seuil auditif électrophysiologique, des latences et amplitudes des ondes I 111 et
V. La détermination du seuil correspond la plus petite intensité de stimulation permettant de
visualiser I’émergence de I’onde I (avec une reproductibilité sur 2 courbes mesurées de fagcon

successive).

L’étude des seuils auditifs électrophysiologiques sur les 5 fréquences étudiées (8, 12,
16, 24 et 32 kHz) ne révéle pas de différence significative entre les souris CBA/JrJ traitées
STZ200 comparativement aux souris controles CBA/JrJ et ceci tout au long des 16 semaines de

Suivi.

121



Ow

120

& Contral mice Dw
100 4 —a&— STZ 200 mgkg mice 0w

ABR threshold (dB SPL)
e

Frequency (kHz)

8w

120

—i&— Control mice 8w
—&— STZ 200 mgk g mice Sw
100 4

80 A

80

33

40 -

ABR threshold (dB SPL)

20 &

Frequency (kHz)

16w

120

—a— Confrol mice 19w

o | —— STZ200 mgig mice 18w

80 A

a0 4
40 -
&
Y
20 4

Frequency (kHz)

ABR threshold (dB SPL)

Figure 27 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
CBA/JrJ sur les potentiels évoqueés auditifs precoces.

Les données moyennées et les données individuelles des seuils auditifs électrophysiologiques
sont représentées pour 3 temps de suivi post-injection STZzq0 (avant, 8 et 16 semaines de suivi)
pour les fréquences de 8, 12, 16, 24 et 32 kHz.

T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles CBA/JrJ (n=13), souris CBA/JrJ STZ 200 mg/kg (n=28).
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b) Comparaison seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques

Les graphiques illustrent tres clairement la superposition des seuils auditifs acoustiques

et électrophysiologiques entre les 2 groupes d’animaux controles CBA/JrJ et traités CBA/Jr]

pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, avant et 16 semaines post-injection STZ2oo.

La souche CBA/Jr], avec ou sans administration de STZxp, ne présente aucune

installation de dégradation de sa fonction auditive.
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Figure 28 : Evaluation de I’administration de la STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris
C57BI/6JrJ sur les potentiels evoques auditifs precoces et les produits de distorsion
acoustiques.
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Les données individuelles des seuils auditifs électrophysiologiques et acoustiques sont
représentées pour 2 temps de suivi post-injection STZ2q0 (avant et 16 semaines de suivi) pour
les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz.

Taille des groupes : souris contréles CBA/JrJ (n=13), souris CBA/JrJ STZ 200 mg/kg (n=28).

c) Latences desondes |, Il etV
Les latences des ondes I, Il et V ont été déterminées sur des tracés de PEAp obtenus
avec une intensité de présentation de 70 dB SPL pour chaque fréequence (8, 12,16,24,32, kHz),
sur 13 souris contréles CBA/JrJ (tout au long des 16 semaines de suivi) et sur 15 souris CBA/JrJ
traitées STZa00 SUr un suivi de 56j et uniquement de 8 souris CBA/JrJ traitées a 16 semaines.
En abscisse, temps aprés injection de STZ en jours En ordonnée latence de 1’onde en

millisecondes.

Latences de I'onde |

L’¢étude de la latence de I’onde I sur les 5 fréquences étudiées (8, 12, 16, 24 et 32 kHz)
ne révéle pas de différence significative entre les souris CBA/Jr) traitées STZaop

comparativement aux souris controles CBA/JrJ et ceci tout au long des 16 semaines de suivi.
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Figure 29 : Evaluation de la latence de ['onde I suite a ['administration de la STZ a une dose

de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.
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La détermination de la latence de 1’onde I, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines aprés 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données individuelles sont représentees, et données moyennées (moyenne * écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux contréles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris controles CBA/JrJ (n=13), souris STZ 200 mg/kg (nw= 15, nzgj= 15,

Nsej= 15, Ngaj= 15, N112= 8).

Latences de I’onde 111

L’¢tude de la latence de I’onde III sur les 5 fréquences étudiées (8, 12, 16, 24 et 32 kHz)
ne révele pas de différence significative entre les souris CBA/Jr] traitées STZano

comparativement aux souris contrdles CBA/JrJ et ceci tout au long des 16 semaines de suivi.
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dose de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.
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La détermination de la latence de I’onde III, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines aprés 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/kg.

Les données individuelles sont représentées, et données moyennées (moyenne + écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux contréles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles CBA/JrJ (n=13), souris STZ 200 mg/kg (niwo= 15, nagj= 15,

Nsej= 15, Ngaj= 15, N112= 8).

Latences de ’onde V

L’¢étude de la latence de I’onde V sur les 5 fréquences étudiées (8, 12, 16, 24 et 32 kHz)
ne révele pas de différence significative entre les souris CBA/Jr] traitées STZauo

comparativement aux souris controles CBA/JrJ et ceci tout au long des 16 semaines de suivi.
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Figure 31 : Evaluation de la latence de [’onde V suite a I’administration de la STZ a une dose
de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.
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La détermination de la latence de I’onde V, pour les fréquences de 8, 16, 24 et 32 kHz, a été
réalisé pendant 16 semaines aprés 1’administration par une injection unique d’une dose de

streptozotocine a la dose de 200mg/Kkg.

Les données individuelles sont représentées, et données moyennées (moyenne + écart type) sont

représentées uniquement pour les animaux contréles.
T-test Student Mann-Whitney Rank Sum Test *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris controles CBA/JrJ (n=13), souris STZ 200 mg/kg (nwo= 15, nzgj= 15,

Nsej= 15, Ngaj= 15, N112= 8).

C) Analyse histologique de cochlée
A T’aide la coloration hématoxyline et €osine, des coupes fines de cochlées (7um - en

inclusion paraffine) d’animaux contréles et traités STZoo0 Ont été observées au microscope
optique (grossissement x40) avec un examen focalisé sur la région du canal de Rosenthal
contenant les corps cellulaires des ganglions spiraux. Le dénombrement des corps cellulaires
des ganglions spiraux selon une surface délimitée a permis de déterminer une densité pour les

¢tages basaux, médiaux et apicaux de cochlées d’animaux controles et traités STZ20.
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Figure 32 : Coupe histologique d’organe de Corti suite a ['administration de la STZ a une
dose de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.

Coupes fines (7um, inclusion paraffine, coloration hématoxyline et éosine) de cochlée au
niveau du tour median d’une souris controle CBA/JrJ (image de droite) et d’une souris CBA/JrJ

traitée STZ200 (a gauche) 16 semaines post-injection.
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La densité des corps cellulaires des ganglions spiraux (GS) est identique (aucune différence
significative) pour les animaux du groupe contréle CBA/Jr) quel que soit 1’étage cochléaire
analysé (GSapical-ct = 5,67 * 0,4 103/um?, GSmedianct = 5,66 * 0,2 10°%/um?
GSbasal-ctl = 5,88 + 0,2 103/um?).

Pour les animaux CBA/JrJ traités STZ200 16 semaines post-injection il y a une différence
significative de la densité des corps cellulaires des GS comparativement aux densités pour les
animaux controles (GSapical-stz200 = 4,97 * 0,8 10°°/um2, GSmedian- sz200 = 5,2 *+ 0,3 103/um?,

GShasal- sT2200 = 5,04 + 0,3 103/um?2, T-test Student *P<0.05, ***P<0.001).

Pour les animaux CBA/JrJ traités STZ200, il n’y a aucune différence significative entre les 3

étages cochléaires.
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Figure 33 : Détermination de la densité des ganglions spiraux suite a [’administration de la
STZ a une dose de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.

Les données de densité des ganglions spiraux pour les étages apicaux, médians, basaux sont
représentées en boxplot pour les souris contréle CBA/JrJ sur un lot de 4 souris (boxplot en noir,
Napical-cti= 11, Nmeédian-cti= 12, Nbasai-ct= 13) et pour les souris CBA/JrJ traitée STZ2q0 sur un lot de

5 souris (boxplot en rouge, Napical-sTz200= 14, Nmédian- sT2200= 21, Nbasal- sTz200= 14) 16 semaines
post-injection.

T-test Student *P<0.05, ***P<0.001
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Conclusion de I’étude de ’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la
fonction auditive périphérique chez des souris de souche CBA/JrJ

La souche de souris CBA/JrJ est connue pour présenter une fonction auditive

périphérique stable sur prés de 2 ans de vie.

Nous avons confirmé la stabilité des seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques
sur les 16 semaines de suivi des animaux CBA/JrJ contrdles et des animaux CBA/Jr] traités.
L’administration de STZ200 n’a pas induit de modification des seuils auditifs acoustiques et
¢lectrophysiologiques. L’analyse des réponses ¢électrophysiologiques a également montrer un

maintien de la morphologie des ondes.

Les analyses fonctionnelles auditives laissent apparaitre que 1’hyperglycémie

pathologique induite a I’aide de STZ200 n’altere pas la fonction auditive périphérique et neurale

sur la souche CBA/JrJ.

Si I’analyse des images histologiques n’a révélé aucune atteinte de 1’organe de Corti (en
accord avec les évaluations fonctionnelles auditives), néanmoins une diminution de la densité

des ganglions spiraux (a tous les étages cochléaires) a été observée.

De facon surprenante, I’hyperglycémie pathologique induite entrainerait donc une

neuropathie auditive périphérique « silencieuse », car sans altération fonctionnelle.
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Etude n°3 - ’impact d’un syndrome métabolique
hyperglycémique sur la fonction auditive centrale sur des
modeles murins

L’¢étude 2 nous a conduit a conclure que I’hyperglycémie pathologique chez la souris de
souche CBA/Jr] n’induisait pas d’altération fonctionnelle périphérique. Mais de fagon
surprenante et inattendue une neurodégenérescence a été observée au niveau de la densité des

ganglions spiraux.

Cette constatation nous a conduit a I’interrogation d’une possible atteinte centrale induit

par I’installation d’une I’hyperglycémie pathologique.

L’objectif de cette étude n°3 est d’examiner -par des approches
électrophysiologiques- les éventuelles répercussions d’un syndrome métabolique
hyperglycémique (induit par une injection de streptozotocine a 200mg/kg) sur la fonction
auditive centrale chez 2 souches de souris : C57BI/6JrJ et CBA/JrJ.
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Protocole n°1

Etude de ’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la

fonction auditive centrale chez des souris de souche C57BI1/6JrJ

Nous avons ainsi constitué un groupe controle de 7 souris males C57BI1/6JrJ et un groupe
de 12 souris males C57BI/6Jr] traitées STZ2oo.

Lors de 1’administration de la STZ200, toutes les souris C57BI/6JrJ étaient dgées de 6
semaines. Les explorations électrophysiologiques centrales ont été réalisées sous anesthésie
générale a I’aide d’une injection IP d’un mélange de kétamine et de Xylazine avec monitorage

et maintien de la température corporelle.

La mesure des potentiels évoqués auditifs de latence moyenne précoces nous permet
d’évaluer de fagon objective et non-invasive la fonction auditive centrale (réponses thalamo-

sous corticales).

A D’aide d’un protocole de présentation de stimuli de différentes fréquences (10, 16, 24
kHz) a 80dB SPL, il est possible pour chaque souris de déterminer deux ondes annotées Na et
Pa, dont la latence sera mesurée (avec une reproductibilité sur 3 courbes mesurées de facon
successive). Pour supprimer le « facteur périphérique » (comme une augmentation de la latence
de I’ondes I, IT ou V) et pour étudier plus particulierement la conduction centrale, nous avons

analyse la latence entre ces deux ondes Na et Pa : I’interpic Na-Pa

Pour les souris C57BI/6JrJ contrbles, pour chacune des 3 fréquences étudiées (10, 16,
24 kHz) aucune différence significative n’a été constaté pour les différents interpics NaPa tout

au long des 3 points de suivi chronologiques a 8, 12 et 16 semaines post-injection STZoo.

A 8 semaines post-injection STZx, les souris C57BI/6Jr] traitées présentent une
augmentation non significative I’interpic NaPa a la fréquence de 24 kHz. Pour les mesures
effectuées a 12 et 16 semaines post-injection STZ200, Une grande variabilité des valeurs des
interpics NaPa est constatée pour les 3 fréquences chez les souris C57BI/6JrJ traitées. Une
différence significative apparait a 12 et 16 semaines pour la valeur de ’interpic NaPazskHz
(NaPa2akHz-12semaines-sTz200 = 12,8 + 0,8 ms, NaPazakHz-12semaines-stz200 = 13,6 £ 0,7 ms), et a 16

semaines pour la valeur de I’interpic NaPaiekHz (NaPaiekHz-16semaines-sTz200 = 13,0 £ 0,9 ms,)

134



comparativement aux souris controles (NaPazakHz-12semainesctt = 9,5 %= 0,4 ms,

NaPaz4kHz-16semaines-ctt = 10,3 £ 0,5 ms, NaPaiekHz-16semaines-ctt = 9,9 + 0,2 ms).
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Figure 34 : Evaluation de la conduction centrale auditive suite a /’administration de la STZ a
une dose de 200 mg/kg sur des souris C57BI/6JrJ.

Les données moyennées (moyenne + écart type) et les données individuelles des interpics NaPa
sont représentées pour les 3 fréquences 10, 16 et 24 kHz pour 3 points de suivi post-injection
STZ200 (8, 12 et 16 semaines).

T-test Student *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris contréles C57BI/6JrJ (n=7), souris C57BI/6Jr] STZ 200 mg/kg
(n=12).

En plus de Datteinte périphérique observée suite a I’administration de STZ20o,
I’hyperglycémie pathologique chez la souris C57BI/6JrJ est associée a une altération de la

conduction centrale auditive a long terme (12-16 semaines post-injection).
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Protocole n°2

Etude de ’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la

fonction auditive centrale chez des souris de souche CBA/JrJ

Nous avons ainsi constitué un groupe contrdle de 10 souris males CBA/Jr] et au
maximum un groupe de 16 souris males CBA/JrJ traitées STZ200 (Nssemaines-5Tz200= 8 N12semaines-
s72200= 16, N16semaines-sTz200= 12). Lors de 1’administration de la STZ 200, toutes les souris CBA/Jr]

étaient agées de 6 semaines.

Les potentiels évoqués auditifs de latence moyenne précoces pour les fréquences de 10,
16, 24 kHz (a 80dB SPL de présentation du stimulus) ont été réalisées sous anesthésie générale
al’aide d’une injection IP d’un mélange de kétamine et de xylazine avec monitorage et maintien

de la température corporelle. Seul I’interpic NaPa est spécifiquement analysé.

Pour les souris CBA/JrJ contrdles, pour chacune des 3 fréquences étudiéees (10, 16, 24
kHz) aucune différence significative n’a été constaté pour les différents interpics NaPa tout au

long des 3 points de suivi chronologiques a 8, 12 et 16 semaines post-injection STZ2qo.

D’une fagon globale pour les souris CBA/Jr] traitées STZ200, Une grande variabilité des
valeurs des interpics NaPa est observée avec une tendance a des valeurs plus importante

comparativement a celles observées chez les souris CBA/JrJ controles.

A 8 semaines post-injection STZx, les souris C57BI/6Jr] traitées présentent une

augmentation non significative I’interpic NaPa a la fréquence de 24 kHz.

Pour les mesures effectuées a 8 et 16 semaines post-injection STZzq0, différence significative
apparait pour la valeur de I’interpic NaPa pour les 3 fréquences étudiées (10, 16 et 24 kHz)
(NaPazakHz-8semaines-sTz200 = 12,3 + 0,8 ms, NaPaiekHz-gsemaines-stz200 = 11,6 £ 0,8 ms, NaPaiokHz-
gsemaines-sTz200 = 12,0 + 0,7 ms, NaPazakHz-16semaines-stz200 = 14,1 + 0,6 ms, NaPaiekHz-16semaines-
stz200 = 13,4 £ 0,6 ms, NaPa1okHz-16semaines-sTz200 = 12,6 £ 0,7 ms) comparativement aux souris

controles (NaPazakHz-ssemainescti= 9,8 * 0,3 ms, NaPaiskHz-ssemainesctt = 9,6 = 0,3 ms,
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NaPa1okHz-8semaines-ctt = 9,9 £ 0,4 ms, NaPaakHz-16semaines-ctt = 9,3 £ 0,9 ms, NaPaiskHz-16semaines- ctl

= 9,3 + 0,7 ms, NaPa1okHz-16semaines- ctl = 10,1 + 0,6 mS)
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Figure 35 : Evaluation de la conduction centrale auditive suite a /’administration de la STZ a
une dose de 200 mg/kg sur des souris CBA/JrJ.

Les données moyennées (moyenne * écart type) et les données individuelles des interpics NaPa

sont représentées pour les 3 fréquences 10, 16 et 24 kHz pour 3 points de suivi post-injection

STZ200 (8, 12 et 16 semaines).

T-test Student *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Taille des groupes : souris controles CBA/JrJ (n=10), souris C57BI/6JrJ STZ 200 mg/kg

(Ngsemaines-sTZ200= 8 N12semaines-sTZ200= 16, N1gsemaines-sTZ200= 12).

Suite a administration de STZ200, I’hyperglycémie pathologique chez la souris

C57BI/6JrJ entraine une neuropathie auditive périphérique « silencieuse » associée a une

altération prononcée de la conduction centrale auditive a long terme (16 semaines post-

injection).
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Discussion Partie 2

Etudes 2 et 3 Etude de I’impact d’un SMH sur la fonction auditive

1) Souche C57BI/6JrJ

Dans la littérature scientifique, les modéles animaux de souche C57BI/6Jr] sont tres
utilisés dans le monde de 1’audition ayant sa fonction auditive qui se dégrade dés le 2° mois de
vie (Zheng et al., 1999). Cependant cette souche est également tres utilisée dans le monde de la
recherche pour sa capacité a étre facilement manipulable génétiqguement. La plupart des
modeles diabétiques inclut génétiquement sont issues de la souche C57B1/6J (Leprd®/®, |_eprob/od
ou Akita) et sont utilisées dans les études de 1I’'impact du diabéte sur la fonction auditive (Lyu

etal., 2021 ; Leeetal., 2020 ; Han et al., 2018).

Leurs études ont montré que le diabéte induisait une perte auditive d’origine vasculaire
(atrophie de la strie vasculaire, microangiopathie cochléaire) avec ou sans atteinte neurale
(dégénérescence des neurones du ganglion spiral, diminution des cellules ciliées)

s’accompagnant d’une dysfonction mitochondriale.

Egalement, un modeéle de STZ utilisant la souche C57BI/6J, suggére une susceptibilité
au trauma sonore pour les souris diabétiques avec un flux sanguin cochléaire réduit et une perte
des neurones du ganglion spiral observées dans la cochlée des souris diabétiques apres une

exposition sonore (Fujita et al., 2012).

A) Atteinte vasculaire

Dans notre etude, les images histologiques sont en accord avec les évaluations
fonctionnelles auditives (augmentation des seuils auditifs sur les hautes fréquences,
augmentation de leurs latences sur les hautes fréquences a partir de 12 semaines apreés injection
STZ 200 mg/kg) et laissent apparaitre des pertes cellulaires au niveau de I’organe de Corti
(disparition des cellules ciliées externes et internes, diminution du nombre de cellules du
ganglion spiral). Ceci suggere qu’en plus de I’atteinte purement cochléaire (au niveau de
I’organe de Corti) I’hyperglycémie pathologique induite chimiquement entraine une atteinte
des fibres nerveuses auditives périphériques. Ce constat physiopathologique fonctionnel est en

accord avec ce qui a été montre dans la littérature.
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Peu d’études utilisent des mesures acoustiques comme technique pour analyser une
atteinte vasculaire, ils utilisent en priorité I’immunohistochimie ou I’histologie pour observer
la structure de la paroi des vaisseaux (strie vasculaire pour I’organe de Corti). Cependant les
produits de distorsion des émissions otoacoustiques renseignent sur la fonctionnalité des
cellules ciliées externes mais également indirectement sur la vascularisation de la strie
vasculaire avec les échanges ioniques avec 1’endolymphe. Une atteinte de la strie vasculaire
pourrait étre représentée par une diminution de I’amplitude des réponses des otoémissions
acoustiques. Cependant les otoémissions acoustiques ne révéleront que 1’atteinte vasculaire du
systeme auditif par le diabéte. Pour hypothétiser sur une atteinte neurale, les potentiels évoqués
auditifs précoces sont la technique pour montrer une atteinte neurale et quelle atteinte selon la
latence des ondes ou la forme de I’onde. D’autres techniques auraient pu étre utilisées par
I’'usage des otoémissions acoustiques transitoires qui serait plus sensible pour montrer un
dysfonctionnement cochléaire (Ren al., 2021) ou la mesure du potentiel endocochléaire (mesure

de I’environnement ionique de 1’endolymphe) (Palbrink et al., 2020).

B) Atteinte neurale

D’un point de vue clinique, s’il s’agit uniquement d’une atteinte des CCE, il est possible
d’imaginer que le patient diabétique ayant une telle perte auditive présente une baisse d’audition
(perte auditive objectivée sur I’audiométrie, augmentation des seuils d’au moins 50dB HL, perte
de réponses des otoémissions acoustiques, seuil PEA a 50dB, latences d’ondes PEA normales).
Cela pourrait se traduire chez le patient diabétique par le besoin d’écouter la télévision plus
fort, faire répéter les personnes pour un manque de compréhension. Cette atteinte serait une
surdité neurosensorielle avec une dysfonction ou une perte de fonction de 1’amplificateur
cochléaire (CCE) (Wong et Ryan, 2015). La réhabilitation des personnes développant de telles
surdités passe par un appareillage classique qui en principe est couronné de succes tant que les

pertes auditives ne sont pas trop séveres.

S’il s’agit d’une perte des cellules du ganglion spiral conduisant a une
neurodégénerescence, le patient aura (avec ou sans reelle perte auditive objectiveée sur
I’audiométrie) plus de difficult¢ de compréhension méme si le message sonore ou de parole est
présenté plus fort, car il manque un support pour faire la mécanotransduction ou le lien avec les

fibres nerveuses. Cependant, il est désormais connu qu’un nombre croissant d’entités
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physiopathologiques (désormais regroupées sous le chapeau de « spectre des neuropathies
auditives ») sont associées a une perturbation de la conduction neurale auditive, conduisant a
un tableau clinique caractéristique de troubles de 1’audition (Starr et al. 1996, Giraudet & Avan
2012). Ainsi, la présence de seuils auditifs modérément élevés voire subnormaux (donc peu ou
pas d’altérations au niveau de 1’audiogramme) peut coexister dans certains cas avec une nette
dégradation des performances de compréehension de la parole. Les patients expriment souvent
une plainte typique : « j’entends, mais je ne comprends pas et surtout dans des situations
bruyantes ». En effet, dans les étiologies des neuropathies auditives le diabete est souvent
impliqué.

Dans les études cliniques sur les neuropathies auditives, ce sont souvent les fibres
afférentes qui sont altérées avec une évaluation des PEAp. La neuropathie auditive englobe une
série de mecanismes pathologiques qui perturbent généralement le codage synaptique et/ou la
transmission neuronale de l'information auditive dans la cochlée et le nerf auditif. La
synaptopathie auditive, qui altére le codage des sons au niveau des synapses entre les cellules
ciliées internes et les neurones du ganglion spiral, résulte de défauts génétiques ou d'agressions
telles que I'exposition a des bruits forts. Des tests physiologiques et psychophysiques avances,
combinés a une analyse génétique moléculaire, facilitent le diagnostic de la synaptopathie et de
la neuropathie auditive. Bien que les aides auditives traditionnelles n'apportent souvent pas de
bénéfice substantiel aux patients atteints de synaptopathie ou de neuropathie auditive, les
implants cochléaires peuvent permettre une réhabilitation auditive efficace selon le(s) site(s) de
la pathologie (Moser et Starr, 2016).

Dans certains cas, le systéme efférent rétrocontrole de 1’oreille interne peut étre
également atteint dans la neuropathie auditive. Dans une étude préliminaire - pilote de notre
équipe, 1’é¢tude du systéme efférent laisse penser que les souris diabétiques présentaient une
perte du reflexe stapédien. Cette etude consistait a réaliser des produits de distorsion des

otoémissions acoustiques avec bruit blanc dans 1’oreille controlatérale.

Dans le cas d’une neuropathie périphérique ou le systeme efférent est atteint en premier,
la solution est un message de prévention en clinique vis-a-vis des expositions sonores de loisir
ou professionnelle avec bruit. Les études précliniques utilisant un trauma sonore ont montré
une sensibilité plus marquée a une perte auditive avec une difficulté de récupération de la
fonction auditive a un seuil normal chez des souris diabétiques par rapport aux souris controles
(Lee etal., 2021 ; Han et al., 2018).
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Dans une étude clinique, il a également été montré que le réflexe stapédien (action du
systeme efférent lorsque la stimulation sonore est trop élevée) est moins présent sur une cohorte
de patients diabétiques de type 2. La mesure du réflexe stapédien en clinique est assez simple
et pourrait étre un marqueur précoce de neuropathie auditive induite par le diabete (Giraudet et
al., 2022).

Des stratégies de prévention tant sur le diabéete que sur le versant de la neuroprotection
peuvent étre mis en place par la consommation d’anti-oxydants qui ralentissent la progression
de la perte auditive sur des souris diabétiques. En effet, une des causes de la neuropathie
auditive diabétique est la production de radicaux libres et d’espéces réactives a 1’oxygeéne

provoquée par I’hyperglycémie.

En plus de Datteinte périphérique observée suite a l’administration de STZ2oo,
I’hyperglycémie pathologique chez la souris C57BI/6Jr) est associée a une altération de la
conduction centrale auditive a long terme (12-16 semaines post-injection). Cette observation
n’a été que peu discuté (Hong et Kang, 2008) et confirme I’hypothese du lien entre diabete et
perte auditive par une neuropathie auditive diabétique.

1) Souche CBA/JrJ

Dans la littérature scientifique, trés peu d’études existent sur ’utilisation de la souche
CBA/Jr] dans la recherche sur le lien entre diabete et perte auditive sans confirmer que ce lien
peut exister (Vasilyeva et al., 2009). Pourtant, la souche de souris CBA/JrJ est connue pour

présenter une fonction auditive périphérique stable sur prées de 2 ans de vie.

Dans notre projet, il a été confirmé la stabilité des seuils auditifs acoustiques et
électrophysiologiques sur les 16 semaines de suivi des animaux CBA/JrJ contrdles et des
animaux CBA/Jt] traités. L’administration de STZ a 200 mg/kg n’a pas induit de modification
des seuils auditifs acoustiques et électrophysiologiques. L’analyse des réponses
électrophysiologiques a également montré un maintien de la morphologie des ondes comme ce

qui a pu étre vu dans la littérature (Vasilyeva et al., 2009).

Les analyses fonctionnelles auditives laissent apparaitre que 1’hyperglycémie
pathologique induite a I’aide de STZ a 200 mg/kg n’altére pas la fonction auditive périphérique
et neurale sur la souche CBA/JrJ. Si I’analyse des images histologiques n’a révélé aucune

atteinte de 1’organe de Corti (en accord avec les évaluations fonctionnelles auditives),
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néanmoins une diminution de la densité des ganglions spiraux (a tous les étages cochléaires) a

été observée.

De facon surprenante, I’hyperglycémie pathologique induite entrainerait donc une
neuropathie auditive périphérique « silencieuse », car sans montrer une altération fonctionnelle

(seuils auditifs intacts).

Suite a I’administration de STZ a 200 mg/kg, I’hyperglycémie pathologique chez la
souris CBA/JrJ entraine une neuropathie auditive périphérique « silencieuse » associée a une
altération prononcée de la conduction centrale auditive a long terme (16 semaines post-
injection). Ce résultat est d’autant plus surprenant qu’il n’existe aucune littérature sur la
neuropathie auditive traitant de ce cas de figure. Une atteinte du systeme auditif sans atteinte
du systeme périphérique et avec des données électrophysiologiques normales n’a pas ou trés
peu été documenté. Il pourrait s’agir d’une lésion au niveau des fibres nerveuses apres le
colliculus inférieur (latence onde V normale). Cependant, la diminution de la densité des
ganglions spiraux pourrait indiquer une dégénérescence au niveau des neurones de type 1 sans
altération fonctionnelle. Cette hypothése pourrait étre montrer par une diminution de
I’amplitude de I’onde 1 comme indiqué dans la littérature (Moser et Starr, 2016 ; Kujawa et
Liberman, 2015). Dans la littérature, cette atteinte était liée a une exposition au bruit ou a un
age avancé. Aucune différence au niveau de I’amplitude de I’onde 1 de ces souris n’a été montré
que ce soit entre les groupes étudiés ou pour le groupe traité entre 1’injection et 16 semaines

post-injection.

Une autre hypothése pourrait étre le dysfonctionnement mitochondrial. Il a été montré
qu’une dégénérescence précoce des mitochondries (6 mois) au niveau du systeme auditif
central, avait consequence une altération fonctionnelle visible que 6 mois apres (1 an) (Youn et
al., 2020). Cette hypothése serait a étudier dans le cas de notre étude avec 1’analyse de
I’expression de genes impliqués dans la voie de dégenérescence des mitochondries tels que
PINKZ, Parkin, et BNIP3 au niveau du cortex auditif et du colliculus inférieur des souris. Cette
dégenérescence mitochondriale pourrait étre consécutive a la réaction inflammatoire provoque

par I’état diabétique avec la production de ROS.

Sur cette souche de souris, c’est la premicre fois qu’une telle observation est faite sur

un modele animal avec une audition réputée stable.

En clinique, une étude préliminaire au sein du laboratoire sur des patients de type 1 et

de type 2, a montré que la latence et I’amplitude de I’onde P300 (PEA tardifs) était inchangé

142



chez les patients diabétiques de type 1 mais la latence de 1’onde P300 était augmentée et
I’amplitude significativement diminuée chez les patients diabétiques de type 2. Dans leurs cas,

la réhabilitation auditive est quasiment impossible.

Réflexion personnelle

Le diabéte est une maladie métabolique connue pour ses atteintes microangiopathiques
(rétine, rein et nerfs) et macroangiopathiques (maladies cardiaques). Les atteintes auditives ne
sont pas encore pertinentes dans le monde scientifique. Mais de plus en plus de campagnes de

prévention voient le jour dans le monde notamment en Europe et aux Etats-Unis.

Les modeles animaux de neuropathie diabétique sont utilisés pour explorer la fonction
auditive et les altérations occasionnés. Cependant, ces modeles ne reproduisent pas fidelement
la pathologie diabétique et il existera toujours des biais expérimentaux pour valider entierement
les études.

Dans ce projet, ces biais expérimentaux existent :

Dans la préparation de la STZ : la STZ se dégradant tres rapidement en solution, elle
doit étre injectée tres rapidement pour avoir une induction optimale. L’injection de STZ se
réalisait sur une série de 5 souris, I’effet de I’injection entre la premiére et la derni¢re peut

diminuer et impliquer que certaines souris ne devenaient pas diabétiques.

Dans le suivi des animaux : tout le long de ma thése, le soin apporté aux animaux s’est
amélioré. La durée de suivi des animaux a été augmentée dans la seconde moitié de la thése
permettant a ces animaux de vivre longtemps avec la maladie sans dégradation précoce avec un
acces plus ouvert a la nourriture et a la boisson, logés dans de plus grandes cages les week-ends

(polyurie abondante).

L’ apport important des PEAIm sur la caractérisation physiopathologie surtout dans le
modéle CBA/Jr] qui n’était pas prévu dans le projet de thése a été pertinent dans la

caractérisation d’une atteinte au niveau des voies nerveuses auditives centrales.

Au cours de ce projet, seule I’oreille droite a été explorée. Il aurait été pertinent

d’explorer et de comparer les réponses au niveau des deux oreilles. Il existe sans doute un
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impact de cette « surstimulation » en fragilisant 1’oreille droite et biaiser les mesures suivantes

avec un seuil plus élevé et une sensibilité plus précoce aux sons de haute fréquence.

En perspective de cette étude, il serait pertinent de regarder I’impact du diabéte sur la
fonction auditive dans un environnement avec un trauma sonore pour comparer avec ce qui a
été réalisé dans la littérature scientifique. Egalement, il serait pertinent de réaliser une

évaluation vestibulaire afin de voir si I’autre organe de ’oreille interne est aussi atteint.

En paralléle aux explorations auditives centrales, il serait intéressant d’analyser
histologiquement ou immunohistologiquement les voies auditives centrales afin de savoir quels
marqueurs neuronaux puissent étre touchés et de visualiser quels mécanismes sous-tendent cette

atteinte neurale auditive.
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Fiches Matériel et Méthodes
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Fiche n°1 : Animaux

- Cadre d’éthique

Dans le cadre de ce projet, les expérimentations réalisées sur animal ont été étudiées et validees
par le comité d’éthique en expérimentation animale et le ministére de I’Enseignement supérieur,
de la Recherche et de I’'Innovation. L’ensemble des expérimentations animales a été mené sous
les autorisations du comité d’éthique local avec les numéros APAFIS 34402 (concernant la
souche C57BI/6) et 34126 (souche CBA/J) et selon la Directive du Conseil de la Communauté
européenne du 22 septembre 2010 (2010/63/UE) tout en respectant la « régle des trois R* ». En
application des dispositions du code rural et de la péche maritime, notamment ses articles
R.214-87 a R.214-126, les projets :

®  référencé sous le numéro APAFIS #34402-2021121609155129 v3
B référencé sous le numéro APAFIS #34126-2021112312177927 v5

ont été autorisés.
- Origine

Les animaux utilisés dans ce projet sont de type murin de 3 souches différentes : C57BI/6JrJ,
C57BI/6NrJ et CBA/rJ. Les souris ont été fournies par le laboratoire Janvier Labs® (Le
Genest-Saint-Isle, France). Toutes les souris étaient des souris males agées de 5 semaines a leur

arrivée au laboratoire.

Les animaux ont été stabulés en animalerie conventionnelle au sein de la Faculté de
Médecine et des Professions Paramédicales de I’Université Clermont Auvergne. Les souris ont
été hébergés par lot de 3 a 6 souris par cage de dimensions 20x40x15 cm, avec une température
(22°C £ 2°C), une pression atmosphérique et une ambiance sonore (< 40 dB SPL) contrdlées
dans leur salle de stabulation. Leur salle de stabulation était exposée a un cycle
lumiére/obscurité 12h/12h (lumiere de 7h a 19h). Dés leur arrivée, les animaux ont été laissés
en stabulation durant une semaine pour I’habituation a I’environnement avant toute
expérimentation. Les animaux étaient nourris avec une alimentation standard pour rongeurs et
avaient un acces libre a la nourriture et a I’eau. Toutes les manipulations ont été réalisées durant

les phases diurnes.

Le fait d’induire une pathologie provoquant des troubles métaboliques, les souris ont été

surveillées quotidiennement avec un acces facilité a la nourriture et & la boisson. Les souris
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ayant un syndrome métabolique hyperglycémique ont montré une polyurie associée. Pour cette
raison, ces animaux ont recu un change plus soutenu de litiére (3 fois par semaine contre 1

change hebdomadaire pour les autres).

Notre projet étudie I’impact de I’induction d’une pathologie diabétique sur la fonction
auditive. Les 3 souches ont été choisies pour leurs utilisations dans la littérature scientifique

dans les 2 domaines ici étudiés : le diabéte et 1’audition.

La souris de souche C57BI/6JrJ présente une dégradation de sa fonction auditive des le

2éme mois de vie (modéle de surdité liée a 1’age ou presbyacousie) (Zheng et al.,1999).

La souris de souche C57BI/6NrJ présente également une dégradation de sa fonction auditive
liée a1’age. Ces 2 souches C57BI/6 sont porteurs de I'alléle de susceptibilité a la surdité Cdh232"
mais la souche C57BI/6NrJ n'a pas été évaluée auparavant pour la perte auditive liée a I'age
contrairement a la souche C57BI/6JrJ (Kane et al., 2012). La souche C57BL/6N a été utilisee
dans notre projet car elle n’est pas porteuse de la mutation du gene Nnt contrairement a la
C57BL/6J. Elle peut donc servir de témoin dans les études métaboliques mettant en jeu les
mécanismes de tolérance au glucose, comme les régimes DIO (Diet Induced Obesity) ou les
études induisant un diabéte en comparaison a la C57BL/6J (Fontaine et Davis 2016 ; Toye et
al., 2005).

La souris de souche CBA/JrJ est connue pour posséder une fonction auditive stable sur prés
de 2 ans (Ohlemiller et al., 2010). Elle est réguliérement utilisée dans les études liées a la
fonction auditive (Ohlemiller et al., 2011 ; Vasilyeva et al., 2009 ; Spongr et al., 1997 ; McGinn
etal., 1992).
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Fiche n°2 : Préparation de la Streptozotocine (STZ)

La streptozotocine (STZ) est un composé chimique sous la forme d’une poudre blanche

de formule CgH15N30O7 (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France).

La STZ, est obtenue a partir de Streptomyces achromogenes, décrite pour la premiere
fois pour son action antibactérienne en 1959 (Vavra et al.,1959). La streptozotocine est un agent
d'alkylation de I'ADN induisant une rupture chromosomique, qui pénetre dans les cellules
exclusivement via la protéine de transport du glucose GLUT2. La STZ est particulierement
toxique pour les cellules B des 1lots pancréatiques productrices d'insuline (Rakieten et al., 1963).
Elle est toxique pour les cellules tumorales neuroendocrines positives & GLUT2. Dans la
littérature scientifique, I’injection de STZ est actuellement la méthode la plus commune pour
induire chimiquement et rapidement un syndrome métabolique diabétique de type 1 (Lenzen
2017).

Cliniquement, ce produit chimique est utilisé pour le traitement du carcinome cellulaire
du pancréas B. La STZ est principalement utilisé dans le traitement des tumeurs du pancréas
(cellules des lots) ainsi que pour le traitement d’insulinomes malins. La STZ ne traverse pas la
barriere hémato-encéphalique, mais ses métabolites se trouvent dans le liquide céphalo-
rachidien. Sa demi-vie biologique dans le milieu de culture cellulaire est d'environ 15 a 20
minutes (Furman, 2021 ; Lenzen, 2008). Burcelin et al., sont les premiers a utiliser I'injection
intraveineuse de streptozotocine chez des rats a une dose de 65 mg/kg de poids corporel pour
induire un diabéte en utilisant un tampon de citrate de sodium froid 0,1 M a pH 4,5 (Burcelin
et al., 1992). Le tampon citrate augmente la durée de vie biologique de la STZ quand la STZ
est mise en solution par rapport a un tampon de sérum physiologique. Sur les modeles murins,
une unique haute dose de STZ a 200 mg/kg a montré une toxicité rapide sur les cellules B des
Tlots de Langerhans du pancréas. Cette toxicité a été montrée par une augmentation du taux de

glycémie dans les 48 heures suivant I’injection de STZ sur un modéle murin CD-1 (Like et
Rossini, 1976).

Dans notre protocole (voir ci-dessous), la STZ pour étre injectée, doit étre diluée dans une
solution tampon de citrate de sodium 0.1M a pH acide de 4.5 pour une meilleure solubilité. La

solution sera préparée pour une injection a des doses de STZ allant de 125 a 200mg/kg.
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Fiche Protocole — Préparation et Injection de la Streptozotocine (STZ)

Matériel :

Streptozotocine / Streptozocin : poudre blanchétre 500 mg

ONa

blanche ONa

Solution tampon : Sodium Citrate tribasic dihydrate : poudre o
o Masse moléculaire : 294.10 g/mol

Eau distillée

Acide chlorhydrique HCI 10N

Balance de précision au millieme de gramme

pH-metre

Micropipette + cones

Coupelle de peséee

Eprouvette graduée 50 mL

Tube Eppendorf 2mL

Bécher 150 mL

Agitateur

Papier aluminium

Préparation de la solution de Streptozotocine :

A

Préparation de la solution tampon de Citrate de sodium 0.1M pH 4.5

Peser 1.47g de Sodium Citrate tribasic dihydrate a I’aide d’une coupelle de pesée.

Placer 30 mL d’eau distillée a I’aide d’une éprouvette graduée dans un bécher.

+H.0
“H0

Ajouter le Sodium Citrate puis 10 mL d’eau distillée en ringant les résidus sur la coupelle.

Mesurer le pH de la solution et ajuster le pH a 4.5 en ajoutant goutte a goutte de 1’acide

chlorhydrique 10N avec une micropipette.

Attention : Relever le volume mis de HCI pour ajuster le volume final & 50 mL.

Ajuster le volume a 50 mL en ajoutant de 1’eau distillée.

Conserver la solution a 4°C au réfrigérateur jusqu’a utilisation (stable pendant 1 semaine).
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- Préparation de la solution de Streptozotocine

Pour une concentration de 200 mg/kg de solution a injecter d’un volume de 0,1 mL/10 g de

poids corporel :

Peser 40 mg (0.03 g) de Streptozotocine a 1’aide d’une balance de précision sous une hotte
dans un tube Eppendorf (30 mg et 25 mg pour respectivement une concentration de 150
et 125 mg/kg).

Ajouter 2 mL de solution tampon de citrate de sodium a 1’aide d’une micropipette.
Agiter énergiquement pour diluer la STZ dans la solution tampon.
Attention :

- Apreés dissolution, la solution doit étre injectée dans les 15 minutes. La
Streptozotocine dans la solution tampon n’est stable que 15-20 minutes apreés la

préparation de la solution.

- La Streptozotocine est sensible a la lumiere, le tube doit étre protégé de la lumiere

avec du papier aluminium.

- Injection de la solution de Streptozotocine

Avant I’administration de la solution, les animaux devront étre mis a jeun pendant 6h. La

nourriture seule sera enlevée, 1’accés a I’eau étant conservée.

Injecter la solution par la voie intrapéritonéale, le volume administré sera en fonction du

poids de I’animal : 0.1mL pour 10g du poids de I’animal.

Les animaux seront ensuite remis dans leurs cages d’habitation et la nourriture sera remise

1h apres ’injection de la solution.

Attention : Les animaux devront étre surveillés pendant 2h aprés administration de
la solution acide de Streptozotocine provoquant un mal-étre chez les animaux

(immobilité).
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Fiche n°3 : Phénotypage hyperglycémigue

Apres l’injection de STZ, différents paramétres physiologiques sont étudiés pour
mesurer si la dose de STZ utilisée a induit ou non un syndrome diabétique. Dans la littérature
scientifique etudiant le lien entre le diabete et la fonction auditive, les deux parameétres les plus
utilisés pour mesurer I’induction d’un diabéte sont les mesures du suivi du poids corporel et du
taux de glycémie a jeun (concentration du sucre dans le sang) (Lyu et al., 2021 ; Fujita et al.,
2012 ; Vasilyeva et al., 2009).

- Suivi du poids corporel

Le suivi du poids corporel a été réalisé a 1’aide d’une balance de précision au dixieme de
gramme (Ohaus®, New Jersey, Etats-Unis). Ce suivi a été fait quotidiennement sur les 2
premiers jours suivant I’injection de STZ puis hebdomadairement sur 8 semaines pour 1’étude

1 et sur 16 semaines pour 1’étude 2.
- Mesure du taux de glycéemie

Des leur arrivée, 1 semaine en amont de 1’induction du diabéte, les souris ont été habituées
a entrer dans un tube de contention. Ce tube a servi a maintenir les animaux durant la prise de
la glycémie. L habituation des souris au tube de contention a été réalisee 2 fois par jour durant
1 semaine. Ce geste consistait a laisser chaque souris pendant 1 minute dans un tube de
contention permettant d’avoir acces a la queue de I’animal. Ce temps de contention a été calculé
selon le temps nécessaire a réaliser les gestes de désinfection et de prélevement sanguin. Durant
cette habituation, les souris ont ét¢ marquées avec un code couleur a 1’aide d’un feutre afin de
les différencier, sachant que les souris recevant la STZ et les souris contrdles seront dans la

méme cage.

Avant I’injection de STZ, les souris ont été mises a jeun 6h avant la prise de leur taux de
glycémie. Pour la mesure de la glycémie (en mg/dL), un prélevement sanguin capillaire est
réalisé a I’extrémité de la queue. 11 est effectué par une 1égére piqire a I’aide d’une aiguille de
26 G (Gauge) au niveau de la veine caudale (localisée sur la face dorsale de la queue). Une
goutte de sang a été prélevée et déposée sur une électrode de dosage permettant de mesurer, a
I’aide un lecteur de glycémie (FreeStyle Optium Neo H ®, Abbott, France), la valeur de
glycémie a I’instant t de la souris. Le lecteur affiche des valeurs de 20 a 500 mg/dL. Pour les
valeurs au-dela de 500 mg/dL, les résultats de dosage de la glycémie sont inclus a 500 mg/dL
lors du calcul des moyennes. La queue des souris a été nettoyée avant et apres prélévement
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sanguin avec de I’alcool a 70°. Comme pour le suivi du poids corporel, la mesure du taux de
glycémie a été faite quotidiennement sur les 2 premiers jours suivant ’injection de STZ puis

hebdomadairement sur 8 semaines pour I’étude 1 et sur 16 semaines pour 1’étude 2.
- Suivi de I’état général

En parall¢le a ces 2 mesures, le suivi de 1’état général des animaux a été évalué. Ce suivi a
été adapté du Body Condition Scoring (BCS) (Ullman-Culleré et Foltz, 1999). Le score de 1’état
général corporel des animaux est une évaluation rapide, non-invasive et efficace du bien-étre
physique d’un animal. Dans la littérature scientifique, le score de 1’état général est considéré
comme un meilleur critere de détermination des points limites des animaux que le poids
corporel. Ce score de condition physique comprend plusieurs parametres en plus du poids
corporel tels que les aptitudes comportementales (exploration, isolement, activité locomotrice).
L’aspect physique est également évalué dans ce score par la posture de 1’animal (dos voité),
I’état du poil et des pattes des animaux, 1’état d’hydratation (polyurie) ainsi que la douleur
ressentie (par exemple, vocalisation de détresse, de défense). Tous ces parametres sont notés
pour donner un score général de 1’état corporel allant de 1 2 5. Ce suivi reste cependant subjectif

a ’expérimentateur.

BCS1

Souris émaciée.

*Structure du squelette extrémement proéminente, peu ou pas
de chair qui la recouvre.

2

\ / *Segmentation des vertebres distinctes.
( ) ) BCS2
- Souris en mauvaise santé.
(i’ *Segmentation de la colonne vertébrale évidente.
\/ *Os pelviens dorsaux sont facilement palpables.
BCS3

Souris en bonne condition.
*Vertebres et os pelviens dorsaux ne sont pas saillants ;
palpables avec une faible pression.

/N

BCs4

Souris en trop bonne condition.

* L’échine dorsale est continue.

* Vertébres ne sont palpables qu’avec une pression ferme.

BCS5

Souris obese.

*La souris est lisse et corpulente.

*La structure osseuse disparait sous la chair et la graisse sous

N cutanée.

830

Un “+” ou un “-“ peut étre ajouté au BCS si des incréments additionnels sont
nécessaires (i.e. ... 2+, 2, 2-,...)

Figure 36 : Description du score de I'état corporel ou Body Condition Score (BCS) des
animaux. Traduit d’apreés Ullman-Culleré et Foltz, 1999
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- Survie

Les modé¢les murins de diabéte de type 1, par I’injection d’une unique trés haute dose de
STZ (200 mg/kg), ont démontré une mortalité plus élevée (de 10 a 50% de taux de mortalité
post-injection) que sur d’autres modeles avec des doses inférieures ou d’autres modeles
diabétiques (Furman, 2021 ; Deeds et al., 2011 ; Ventura-Sobrevilla et al., 2011 ; Vasilyeva et
al., 2009). Pour notre étude, la courbe de survie a eté réalisé pour les 3 souches de souris
utilisées : C57BI/6JrJ, C57BI/6NrJ, CBA/JrJ.

Suite a I’injection de STZ, la souche C57B1/6NrJ a démontré une dégradation rapide de son
état général. Trois semaines aprés I’induction du diabéte par la STZ, la quasi-totalité des souris
ayant regu I’injection de STZ (11 sur 12 souris injectées) ont été sacrifiées pour diminuer la

souffrance engendrée selon la régle des 3R.

Les souches C57BI/6Jr) (environ 80% de survie aprés 16 semaines post-injection) et
CBA/Jrd (environ 95% de survie) ont démontré une robustesse et une meilleure tolérance a
I’injection de STZ dans le temps. Ces 2 souches vont représenter nos 2 modeles pour notre

projet étudiant I’impact du diabéte sur la fonction auditive.
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Figure 37 : Représentation du taux de survie sur la durée des expérimentations pour les
souches C57BI/6JrJ (A), C57BI/6NrJ (B) et CBA/JrJ (C)
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- Vitesse de conduction neurale (VCN)

Pour confirmer I’induction d’un syndrome métabolique diabétique, la mesure de la vitesse
de conduction neurale (VCN) a été utilisee. Une des complications les plus communes du
diabéte est la neuropathie périphérique. La VCN est une méthode d’¢lectrophysiologie qui est
utilisée dans le diagnostic de neuropathies chez le patient et chez I’animal (Sullivan et al., 2007).
La VCN permet, alors, de tester les nerfs périphériques afin de déterminer la morphologie des
réponses électrophysiologiques puis le seuil, la latence et I’amplitude pour finalement obtenir
la VCN. L’¢tude de la VCN consiste a étudier 1’évocation d’une réponse neurale suite a une
stimulation électrique et donc vérifier le bon fonctionnement des nerfs (conduction de I’influx
nerveux) (Walsh et al., 2015).

Notre protocole reprend le protocole précédemment utilisé dans notre équipe de recherche
(Petit et al., 2014). Cette technique est utilisée pour son caractére mini-invasif, n’induisant de
douleur supplémentaire aux animaux. Tout au long de cette mesure de VCN, les animaux ont
¢té¢ anesthésiés par inhalation d’isoflurane. Pour la mesure de la VCN, I’isoflurane est la
méthode d’anesthésie la plus efficace pour minimiser I’impact sur la VCN (Oh et al., 2010).
L’anesthésie a été induite avec 4% d’Isoflurane (Virbac, Vetflurane® 1000 mg/g) dans une
chambre puis maintenue pendant la totalité de la manipulation a 1.5% a 1’aide d’un masque.
Les souris ont été placées en position ventrale de maniére a laisser leur queue complétement
libre, sur une couverture chauffante (Phymep® 53-8210) automatiquement régulée, permettant
le maintien de leur température corporelle a 37°C + 1°C. Leur température centrale a
constamment été vérifiée a 1’aide d’une sonde rectale (BioSeb® AZ8851). Avant la mesure, la

queue des souris a été nettoyée avec de l'alcool a 70°.

Des mesures électrophysiologiques ont été enregistrées grace a 1’appareil Neuropack p
MEB-9100® (Nihon Kohden, Japon) en stimulant le nerf caudal de la queue de la souris. Une
paire d'électrodes d'enregistrement a été placée a la base de la queue, tandis qu'une paire
d'électrodes de stimulation a été insérée a 6 cm caudalement, selon le protocole realisé (Petit et
al., 2014). Une électrode terre a été placée entre les électrodes de stimulation et
d'enregistrement. Les VCN sensorielles ont été enregistrées dans la direction orthodromique
(durée : 0,1 ms ; intensité 0 a 1 mA par pas de 0,1 mA, filtre passe-haut : 2 Hz ; filtre passe-bas
: 5 kHz).
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Figure 38 : Exemple d’un enregistrement de VCN chez une souris controle CBA/JrJ (logiciel
d’enregistrement et d’analyse Examination Manager). En abscisse, une division représente
1 millisecondes. En ordonnée, chaque division représente 5 microvolts. De haut en bas :
enregistrements a une stimulation électrique de 0 ; 0,1 ; 0,2, 0,5 et 1 mA. L’ onde visible des
la stimulation (0 ms) représente un artéfact de stimulation.

Les VCN caudales ont été calculées en mesurant la distance entre les électrodes
d'enregistrement et de stimulation divisée par la latence entre I'artefact du stimulus et le pic du
potentiel d'action déclenché. Deux enregistrements a une intensité de stimulation de 1 mA
(moyenne de 10 réponses) ont été notés par souris. Les mesures ont été réalisées toutes les 3

semaines sur 9 semaines a partir de I’injection de STZ.
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Fiche n°4 : Utilisation de ’anesthésie

Dans notre projet, la question du choix de 1’anesthésie pour effectuer nos mesures
électrophysiologiques a été posée. Nos enregistrements mesurant la fonctionnalité des nerfs
(VCN) ou la fonction auditive (voir Fiches n°5, 6 et 7) ont nécessité d’utiliser des méthodes
d’anesthésie différentes pour minimiser I’impact de I’anesthésique sur nos résultats. Nos études
travaillant sur le diabéte, la littérature scientifique a montré que 1’utilisation d’anesthésiques
(kétamine/xylazine et isoflurane) induisait un pic hyperglycémique durant I’anesthésie. Cela a
impliqué de ne pas effectuer une prise de glycémie durant une anesthésie sous peine d’induire
un biais expérimental et d’accroitre la surveillance sur les souris diabétiques (Yu et al., 2020 ;

Saha et al., 2005).

L’action de I’anesthésie produit également un effet sur la fonction auditive et plus
particulierement au niveau de la cochlée. Selon I’anesthésique et la technique d’exploration
auditive utilisées, des biais de réponses peuvent exister. L’utilisation d’isoflurane induit un effet
sur la mesure des potentiels évoqués auditifs précoces (PEAp) probablement en agissant sur le
nerf cochléaire. Egalement, 1utilisation d’anesthésique a base de kétamine peut provoquer un
biais de mesure sur les produits de distorsion des otoémissions acoustiques (PDA) (Cederholm
etal., 2012).

Dans nos études, 1’utilisation de 1’isoflurane a été privilégié. En effet, la durée de nos
expérimentations plutét courte (maximum 45 minutes pour les explorations auditives) était plus
en adéquation avec ce type d’anesthésie gazeuse. Le réveil et la récupération de I’activité
locomotrice ont été plus rapides avec l’isoflurane. Il a été aussi observé durant les
expérimentations que les souris diabétiques avaient une meilleure récupération aprés une
anesthésie par isoflurane que par kétamine/xylazine. La xylazine étant un myorelaxant, a
provoqué une anesthésie plus profonde que 1’isoflurane impliquant une récupération beaucoup
plus longue, néfaste pour les souris diabétiques. Cependant, pour 1’enregistrement des
potentiels évoqués auditifs de latence moyenne (PEAIm), I’utilisation de I’anesthésie par
kétamine a permis d’obtenir un signal de réponse €lectrophysiologique propre et moins parasité
par des mouvements respiratoires ou par un tonus musculaire par rapport a I’anesthésie par

isoflurane.

Durant toutes les expérimentations sous anesthesie, les souris ont été placées en position
ventrale sur une couverture chauffante (Phymep® 53-8210) automatiquement regulée,

permettant le maintien de leur température corporelle a 37°C £ 1°C. Leur température centrale
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a constamment été vérifiée a 1’aide d’une sonde rectale (BioSeb® AZ8851). Pour éviter le
dessechement des yeux, un gel ophtalmique pour animaux (Ocry-gel, TVM France®) a été

apposeé sur les yeux des animaux.

Pour les mesures de VCN, de PDA et de PEAp, I’anesthésie a ét¢ induite par inhalation
d’isoflurane a 4% (Vetflurane® 1000 mg/g, Virbac France) dans une chambre puis maintenue

pendant la totalité de la manipulation a 1,5% a I’aide d’un masque.

Pour la mesure de PEAIm, 1’anesthésie a été induite par I’injection d’'un mélange de

kétamine (100 mg/kg) / xylazine (10 mg/kg) dans du sérum physiologique.
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Fiche n°5 : Exploration acoustique — Produits de distorsion des

otoémissions acoustiques

Lorsqu’une stimulation acoustique calibrée est appliquée dans le conduit auditif externe,
il est possible de recucillir en retour une réponse physiologique acoustique issue d’une
population particuliéere de la cochlée : les cellules ciliees externes. Pour cela une sonde
miniaturisée contenant deux haut-parleurs et un microphone sensible est délicatement introduite
dans le conduit auditif externe de la souris. Cette technique de réalisation simple, rapide (5
minutes par animal) et non invasif renseigne sur la fonction cochléaire et sur la physiologie des

cellules ciliées externes. Elle est trés utilisée en clinique et a été transposée en préclinique.

Les produits de distorsions acoustiques (PDA) ont été mesurés grace a une chaine de
stimulation et d’acquisition, pilotée par un ordinateur et une plateforme de génération et

d’acquisition.

Un logiciel dédié (OtoPhylab, RT Conception, Echodia®, Clermont-Ferrand, France) a
permis de générer une stimulation composée de deux sons de fréquences F1 et F2. Les deux
sons stimulants (dits primaires), ayant pour fréquences respectives F1 et F2 vont engendrer
I’émission d’un produit de distorsion caractéristique : 2F1-F2. A titre d’exemple, en présentant
deux sons F1 = 10000 Hz et F2 = 12000 Hz, le produit de distorsion attendu sera 2F1-F2 = 8000
Hz. Le produit de distorsion généré est de fréquence plus basse et d’amplitude plus faible que
les sons primaires F1 et F2. Les niveaux d’amplitude des sons F1 et F2, respectivement L1 et

L2, sont identiques.

Les PDA ont été¢ mesurés en réponse a des sons d’intensités de 20 a 70 dB SPL par pas

de 5 dB. Ils ont été examinés pour des fréquences F2 de 8, 10, 16, 24 et 32 kHz.

Figure 39 : Exemple du dispositif expérimental d’'un enregistrement de produits de distorsion
des otoémissions acoustiques (Echodia, France).
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Figure 40 : Exemple d’'un enregistrement de PDA a 16 kHz chez une souris controle
C57B1/6JrJ (OtoPhylab, Echodia, France).

C’est I’amplitude du PDA qui sera retenue comme critére d’évaluation de la fonction
cochléaire et plus précisément des CCE de la région émettrice (celle a la fréquence de 8000 Hz
dans I’exemple utilisé ci-dessus). Le seuil des PDA a été défini comme le niveau sonore le plus
bas produisant un PDA d’une amplitude d’au moins 7 dB au-dessus du bruit de fond. Sur
I’exemple ci-dessus (Figure 35), le seuil retenu est de 30 dB. Les mesures ont été réalisées

toutes les 4 semaines sur 16 semaines a partir de 1’injection de STZ.

Le seuil des PDA ainsi que I’amplitude ont été mesurés et analysés dans le cadre de
I’étude n°2 du projet portant sur 1’étude de I’'impact d’un syndrome métabolique

hyperglycémique sur la fonction auditive périphérique sur des modéles murins.
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Fiche n°6 : Exploration électrophysiologigue auditive — Potentiels

évoqgueés auditifs précoces

Afin d’évaluer D’impact du diabéte sur la fonction auditive, des mesures
électrophysiologiques auditive ont été réalisées. Ces mesures sont focalisées sur la mesure de
potentiels évoqués auditifs précoces (PEAp). Tout comme les PDA, les PEAp sont beaucoup
utilisees dans les études précliniques explorant la fonction auditive. C’est une technique
d’¢lectrophysiologie non invasive basée sur le principe de 1’électro-encéphalographie (EEG).
Les PEAp fournissent des renseignements objectifs, reproductibles sur la fonction auditive

depuis la cochlée jusqu’au tronc cérébral.

Comme les PDA, les PEAp ont été mesurés grace a une chaine de stimulation et
d’acquisition, pilotée par un ordinateur et une plateforme de génération et d’acquisition
(OtoPhylab, RT Conception, Echodia®, Clermont-Ferrand, France). Les PEAp permettent
d’objectiver la conduction neurale dans les voies auditives et également de déterminer le seuil
auditif pour chaque oreille. Les PEAp peuvent informer sur la présence ou non de pathologies
cochléaires (surdité de perception avec élévation des seuils auditifs), de dysfonctionnements
possibles dans ces voies auditives : neurinome de I’acoustique, maladies démyélinisantes
(sclérose en plaques, leucodystrophie...), ou toutes maladies rétro-cochléaires et la neuropathie

auditive.

Les PEAp sont évoqués a I’aide d’un écouteur envoyant des sons calibrés a différentes
fréquences et a différentes intensités de stimulation. Les PEAp sont enregistrés a 1’aide
d’¢électrodes intradermiques (aiguille EEG, Comepa Industries®) placées au niveau de la
mastoide (électrode active), du vertex (sommet du crane, électrode passive) et au niveau du dos
(entre les omoplates ou dans le bas du dos, terre). La réponse provenant des électrodes a été
amplifiée et filtrée (300-4000 Hz).
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Figure 41 : Exemple du dispositif expérimental d 'un enregistrement de potentiels évoqués
auditifs précoces (Echodia, France)

Un tracé typique de PEAp présente 5 ondes numérotées de I a V. C’est la présence ou
non de ces ondes et leurs placements temporels qui vont permettre de dépister différentes
pathologies. Il est admis que I’onde I est générée par la portion distale du nerf auditif, I’onde II
par la portion proximale, I’onde III par le noyau cochléaire et I’onde V par le colliculus inférieur
controlatéral a la stimulation (Tanaka et al., 2023 ; Henry, 1979). Sur un tracé de PEAp, les
ondes visibles sont les ondes I, 11l et V. Les ondes Il et IV sont considerées comme aléatoires

et sont souvent inclus dans les ondes | et I11.
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Figure 42 : Exemple d’un enregistrement de PEAp a une fréquence de stimulation de 16 kHz
et d’intensité décroissante de 80 a 10 dB SPL a chez une souris controle CBA/JrJ
(OtoPhylab, Echodia, France)

Dans ce projet, le protocole d’enregistrement des PEAp est le suivant : les PEAp ont été

obtenus en reponse a une bouffée tonale (10 sinus de montée, 10 sinus de plateau, 10 sinus de

162



descente, polarité alternée, cadence = 33 stim/s, 300 présentations). Le stimulus acoustique sera
génére par un générateur de signaux arbitraires inclus dans I’appareil OtoPhylab produisant des
impulsions sonores a différentes fréquences (8, 10, 16, 24 et 32 kHz) avec une intensité de
stimulation décroissante de 10 dB a 100 dB SPL par incréments de 10 dB. L'intensité a laquelle
une forme d'onde PEAp est toujours détectée visuellement au-dessus du bruit de fond, est
définie comme le seuil PEAp. Sur I’exemple ci-dessus (Figure 37), le seuil PEAp retenu est de
10 dB. Par souci de cohérence, seules les ondes I, 111, V ont été marquées, mesurees et analysées.
Les mesures ont été réalisées toutes les 4 semaines sur 16 semaines a partir de 1’injection de

STZ.

Le seuil PEAp, les latences des ondes I, 111 et V, les intervalles inter pics I-111 et -V
ainsi que I’amplitude de 1’onde I ont ét¢ mesurés et analysés dans le cadre de 1’étude n°2 du
projet portant sur 1’é¢tude de I’impact d’un syndrome métabolique hyperglycémique sur la
fonction auditive périphérique sur des modeles murins. Pour chaque fréquence analysée, la
moyenne a été obtenue sur 2 enregistrements successifs afin d’obtenir une reproductibilité des

mesures.
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Fiche n°7 : Exploration électrophysiologigue auditive — Potentiels

évoqgueés auditifs de latence moyenne

Les potentiels évoqués auditifs de latence moyenne (PEAIM) ont été recueillis de la
méme facon que les PEAp a I’aide d’¢lectrodes aiguilles (aiguille EEG, Comepa Industries®)
placées sous la peau de la souris : 1’¢lectrode passive au niveau du vertex, 1’¢électrode active au
niveau de la mastoide et la terre (ou masse) au niveau du dos (entre les omoplates ou dans le
bas du dos). La réponse provenant des électrodes a été amplifiee, filtrée (20-2000 Hz), convertie
digitalement et moyennée (300 balayages) par un enregistreur a deux canaux (Neuropack u® -
MEB 9104, Nihon Kohden). Les ondes ont été visualisées avec le logiciel Examination

Manager.

Les PEAIm ont été obtenus en réponse a une bouffée tonale raréfiée (1 ms de montée, 1
ms de plateau, 1 ms de descente, avec un filtre de Blackman-Harris, durée = 0,1 ms, cadence =

7 Hz, polarité raréfiée, 300 présentations).

Le stimulus acoustique a été généré par un générateur de forme arbitraire (TG4001-
Thurlby Thandar Instruments) aux fréquences de 10, 16, 24 et 32 kHz. L’intensité du stimulus
acoustique a été atténuée pour obtenir une stimulation sonore de 80 dB SPL grace a un
atténuateur (PA4/SM3/HB6/XB1- Tucker Davies Technologies) puis il a été envoyé a un haut-

parleur haute fréquence (FT17H - Fostex) placé dans le conduit auditif externe de la souris.

Similairement aux PEAp, [D’enregistrement des PEAIm est une technique
d’électrophysiologie non invasive basée sur le principe de 1’¢lectro-encéphalographie (EEG).
La technique de PEAIm est plutdt utilisée pour explorer la conduction nerveuse dans les voies
auditives centrales. Un tracé de PEAIm présente 4 ondes : Po, No, Pa, Na dont 2 visibles avec
notre matériel P, et Na. Ces ondes sont représentatives de la région thalamique des voies
auditives. Cette technique renseigne sur de possibles dysfonctionnements du systeme nerveux

central telles que par exemple des neuropathies auditives.

Les mesures ont été réalisées a trois reprises a 8, 12 et 16 semaines a partir de I’injection

de STZ.
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32 kHz (3 mesures)

Moyenne 32 kHz

24 kHz (3 mesures)

Moyenne 24 kHz

16 kHz (3 mesures)

Moyenne 16 kHz

10 kHz (3 mesures)

Moyenne 10 kHz

Figure 43 : Exemple d’'un enregistrement de PEAIm a une intensité de 80 dBSPL chez une
souris controle C57Bl/6JrJ (logiciel d’enregistrement et d’analyse Examination Manager).
En abscisse, une division represente 5 millisecondes.

En ordonnée, chaque division représente 5 microvolts. De haut en bas : enregistrements et
leurs moyennes respectives a 32, 24, 16 et 10 kHz. Les ondes visibles durant les 5 premiéres
millisecondes d’enregistrement représentent les PEAp.

Les latences des ondes Na et Pa, ’amplitude ainsi que 1’intervalle de temps entre Na et
Pa ont été¢ mesurés et analysés pour 1’étude n°3 portants sur 1’étude de I’impact d’un syndrome
métabolique hyperglycémique sur la fonction auditive périphérique sur des modeéles murins.
Pour chaque fréquence analysée, la moyenne a été obtenue sur 3 enregistrements successifs afin

d’obtenir une reproductibilité des mesures.
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Fiche n°8 : Analyse histologique

A la fin des expérimentations, les os temporaux ont été prélevés aprés sacrifice des
souris par dislocation cervicale apres une pré-anesthésie par inhalation d’isoflurane. Les os ont
ensuite été disséques sous loupe binoculaire dans du tampon PBS (Phosphate Buffer Saline,
Sigma-Aldrich) afin de récupérer les cochlées. Les cochlées ont été placées dans du PFA a 4 %
(Paraformaldéhyde, Sigma-Aldrich) une nuit a 4 °C. Le jour suivant, les échantillons ont été
rincés 3 fois pendant 10 minutes avec du PBS & 0,1 M puis placés dans une solution d’EDTA
(Acide éthylene diamine tétraacétique, Sigma-Aldrich) a 0,5 M pendant 7 jours. La solution

d’EDTA a été renouvelée tous les jours pendant cette période.

Les echantillons ont été rincés 3 fois au PBS pendant 10 minutes puis ils ont été mis
dans de I’alcool a 70 °C. IIs ont ét¢ placés dans un automate pour la nuit et ont ét¢ déshydratés
dans différents bains d’alcool (de 70 ° a 100 °) puis dans un bain de solvant Ottix plus (Diapath).
Les cochlées ont ensuite été incluses en paraffine puis les blocs obtenus ont été coupés au
microtome par tranche de 5 pm. Les coupes ont été déparaffinées puis colorées selon le
protocole de coloration hématoxyline/érythrosine (protocole ci-dessous). Enfin, elles ont été

montées entre lame et lamelle avec de la colle Eukitt (Sigma-Aldrich).

Les lames ont été visualisées avec un microscope optique (Revelation 11l LED, LW
Scientific) et les photos ont été prises a 1’aide d’une caméra et du logiciel dédié ISCapture. Pour
le comptage des cellules du ganglion spiral, un masque correspondant a un rectangle de
10000 um? a été superposé aux images dans la zone d’intérét, et toutes les cellules visibles dans
cette zone ont été¢ dénombrées a 1’aide du logiciel associé ISCapture. Un total de 4 a 5 images
de coupes a été analysé par cochlée prélevée (n=6 pour chaque groupe) pour chaque zone du

ganglion spiral (tour apical, tour intermédiaire et tour basal).
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Protocole pour la coloration HE (Hématoxyline, Erythrosine)

Liste des produits :

Xyléne

Alcool 100 %, 95 %, 70%

Hématoxyline de Harris (sigma ref HHS32-1L)
Erythrosine extra bluish (sigma ref E8886-25) 4g/L
Eukitt® quick-hardening mounting medium (Sigma)

Procédure :

e Placer les lames a colorer dans 1’étuve a 56°C durant 30 minutes

e Préparer les coppling jahr

e Sortir les lames de I’étuve et commencer les étapes de
déparaffinage/réhydratation/coloration

1. Xyléne 5 min

2. Xyléne 5 min

3. Alcool 100 % 5 min

4. Alcool 95 % 5 min

5. Alcool 70 % 5 min

6. Ringage a I’eau courante (placer chariot dans un récipient et faire couler de I’eau du
robinet par débordement)  2-5min

7. Hématoxyline de Harris 30s

8. Rincer a I’eau 2-5 min

9. Erythrosine extra bluish 4g/L30 s

10. Rincer a I’eau 2-5 min

11. Alcool 100% 30s

12. Alcool 100% 30s

13. Alcool 100% 30s

14. Xyléne 30s

15. Xyléne 30s

e (oller la lamelle sur la lame a I’aide de la colle et laisser sécher (colle Eukitt)
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Fiche n°9 : Analyse statistique

Sur les graphiques, les valeurs moyennes sont exprimées + 1’erreur standard a la
moyenne (xSEM). Les astérisques indiquent des différences significatives : *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 et n = nombre de souris dans chaque groupe. Lorsque les conditions
d’application d’un test paramétrique étaient respectées (distribution normale des échantillons),
la comparaison de deux groupes a été effectuée a ’aide d’un test de Shapiro-Wilk. Sinon, un
test non paramétrique a été utilisé, le test Wilcoxon-Mann-Whitney. Les comparaisons des
données ont été effectuées entre chaque groupe de souris traitées avec la streptozotocine et le
groupe de souris contréle par le test statistique t de Student. Toutes les analyses statistiques ont

été effectuées avec le logiciel SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc, San Jose, CA).
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Conclusion générale

Il est admis que le lien entre diabéte et audition est en cours d’étude. De plus en plus de
recherche permettant d’établir ou non cette association voient le jour. De nombreuses revues
relatant toutes les études cliniques et précliniques sur ce sujet sont d’actualité (Deng et al.,
2023 ; Gioacchini et al., 2023). 1l a été révélé que les personnes diabétiques étaient plus
susceptibles a étre atteints d’une perte auditive. Il a tout d’abord été montré que cette atteinte
auditive probablement liée a une hyperglycémie était d’origine vasculaire avec un
¢paississement de la strie vasculaire accompagné d’une atrophie des vaisseaux sanguins
cochléaires. Puis des études plus récentes ont montré que les patients diabétiques possédaient
un retard de latence des ondes auditives dévoilant une implication rétrocochléaire, possiblement

une neuropathie auditive.

Dans le méme temps, des études précliniques se sont intéressés a travailler si ce lien
entre diabéte et audition pouvait exister autres que dans des pathologies rares (syndrome de
Wolfram, ataxie de Friedreich). Certaines études ont montré que les modeles animaux
diabétiques pouvaient étre plus susceptibles a un trouble auditif aprés un trauma sonore. Les
études qui ont suivi se sont intéressés a comprendre et a caractériser les mécanismes sous-
tendant de cette atteinte auditive causés par le diabéte. Certains auteurs ont montré que le lien
entre diabéte et audition était d’origine vasculaire comme montré en clinique mais aussi neural
avec la dégénérescence des neurones du ganglion spiral. Ces atteintes sont aussi liées a un
dysfonctionnement mitochondrial. L’altération des mitochondries pourrait étre a I’origine des
conséquences vasculaires et neurales. Ces troubles sont causés par une hyperglycémie. La voie
de signalisation de I’insuline est altérée et a pour conséquence la production de radicaux libres

et d’especes réactives a 1’oxygeéne qui induit a la fin une mort cellulaire via apoptose.

Ces études qui ont montré sont originaires d’Asie. En Europe, aucune étude n’a montré

ce lien ou les hypothéses sur les différentes causes. Ce sujet reste encore trés discuté.

Suite a une étude clinique de 1’équipe du laboratoire sur cette susceptibilité auditive chez
des patients diabétiques de type 2, I’idée de caractériser les mécanismes provoquant une perte

auditive chez des modéles animaux diabétiques est alors possible.

Aprés avoir modelisé un diabéte de type 1 sur des souris males jeunes qui ont ou non

une susceptibilité a une perte de I’audition précoce, il a été montré que le lien entre diabéte et
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perte auditive existait. Les souris les plus fragiles auditivement parlant, ont montré une atteinte
du systeme auditif périphérique avec des seuils auditifs et des latences des ondes PEAp plus
¢levés par rapport aux souris contrdles. Cette atteinte peut étre d’origine vasculaire (montré
indirectement par le dysfonctionnement des CCE (mesures des PDA) mais également neurale

avec une diminution du nombre des neurones du ganglion spiral.

Mais le plus intéressant dans ce travail de these, ce sont les résultats obtenus sur la
souche murine ayant une audition stable sur 2 ans. Apres avoir induit un diabéte (hyperglycémie
sévere, neuropathie périphérique), ce modéle diabétique n’a montré aucune atteinte du systéme
auditif périphérique (seuils, latences et amplitudes normaux). Cependant, aprés 1’analyse
histologique, une tendance a une perte des neurones du ganglion spiral était visible. Pour cela,
une exploration des voies auditives centrales a été faite par la mesure des PEA de latence
moyenne correspondant aux ondes de la région thalamique. Cette mesure a montré un retard de
latence des onde PEAIm pouvant conclure a une possible atteinte auditive d’origine neurale ou

surdité « silencieuse ».

Il serait intéressant de continuer pour comprendre si cette mesure préliminaire est

reproductible et si oui quelles en seraient les causes exactes.
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Résumé

Contexte : Actuellement, le diabeéte et la perte d'audition sont deux problémes majeurs de santé publique chez les adultes dans
le monde entier. Le diabéte peut entrainer de graves complications qui touchent plusieurs systémes physiologiques, comme les
maladies cardiovasculaires ou la neuropathie périphérique/végétative. 1l a été montré que les patients diabétiques de type 1 ou
de type 2 ont une plus grande prévalence d’étre atteints d’une perte auditive par rapport a des personnes non-diabétiques. Cette
perte auditive causée par une hyperglycémie pathologique peut étre d’origine vasculaire (microangiopathie diabétique) ou
neurale (dégénérescence du nerf auditif). Des modeles animaux diabétiques ont été créé pour caractériser les mécanismes sous-
tendant de cette atteinte auditive. L'objectif de cette these est d'examiner, chez deux souches de souris, si le diabéte a un impact
sur la fonction auditive et si ses consequences sont d’origine vasculaire ou neurale sur la fonction auditive périphérique et
centrale. Matériel et méthodes : Deux souches de souris ont été utilisées, toutes deux agées de 5 semaines au début de I'étude,
et suivies pendant 12 semaines apres l'induction du diabéte a l'aide d'une forte dose de streptozotocine (STZ, 200mg/kg). La
souris C57BI/6JRj, connue pour développer une perte auditive précoce liée a I'age (a partir de 2 mois), et la souris CBA/JR],
dont la fonction auditive est stable sur prés de 2 ans. Pour chaque souche, des groupes d'animaux traités et témoins ont été
phénotypés pour évaluer I'apparition du diabéte : glycémie, poids corporel et neuropathie périphérique (vitesse de conduction
nerveuse). Parallélement a ce suivi, une évaluation de l'audition a également été réalisée : soit via la mesure des produits de
distorsion des otoémissions acoustiques (PDA), soit via la mesure des potentiels évoqués auditifs précoces (PEAp) et de latence
moyenne (PEAIm), a différentes fréquences : 8, 10, 16, 24 kHz et a différents moments : 0, 4, 8, 12 semaines apres l'induction.
Une analyse histologique a été effectuée sur des coupes de cochlée des animaux. Résultats : Au cours des 12 semaines de suivi
(apres l'injection de STZ), et en comparaison avec le groupe témoin, le diabéte s'est développé chez les deux souches de souris
et est associée a des caractéristiques typiques : hyperglycémie, Iégére diminution du poids corporel, diminution de la conduction
neurale. Une perte auditive dans les hautes fréquences a été clairement démontrée et de maniére plus significative chez les
souris C57BI/6JR]j diabétiques, avec une augmentation des seuils auditifs (PDA, PEAp) et des changements dans la
morphologie de I'onde | des PEAp et une diminution des neurones du ganglion spiral. Aucune complication auditive (PDA,
PEA) n'a été identifiée chez les souris CBA/JR]j diabétiques Cependant une augmentation de la latence des ondes PEAIm a été
observée. Conclusion : Cette étude a permis de montrer que le diabéte a un impact sur la fonction auditive avec des atteintes
vasculaires et neurales dans la souche C57BI/6JRj. Cette étude n'a pas révélé d'altération de la fonction auditive périphérique
chez les souris CBA/JR] diabétique mais a révélé une atteinte de la fonction auditive centrale par une neuropathie auditive.

Le rapport signal/bruit

Mots-clés : diabete, audition, souris, neuropathie, microangiopathie, électrophysiologie auditive

Abstract

Background: Diabetes and hearing loss are currently two major public health problems among adults worldwide. Diabetes can
lead to serious complications affecting several physiological systems, such as cardiovascular disease or peripheral/vegetative
neuropathy. Patients with type 1 or type 2 diabetes have been shown to have a higher prevalence of hearing loss than non-
diabetics. This hearing loss caused by pathological hyperglycemia may be vascular (diabetic microangiopathy) or neural
(auditory nerve degeneration) in origin. Diabetic animal models have been developed to characterize the mechanisms
underlying this auditory damage. The aim of this thesis is to examine, in two strains of mice, whether diabetes has an impact
on auditory function and whether its consequences are of vascular or neural origin on peripheral and central auditory function.
Material and methods: Two strains of mice were used, both 5 weeks old at the start of the study, and followed for 12 weeks
after induction of diabetes using a high dose of streptozotocin (STZ, 200mg/kg). The C57BI/6JRj mouse, known to develop
early age-related hearing loss (from 2 months of age), and the CBA/JRj mouse, whose hearing function is stable over nearly 2
years. For each strain, groups of treated and control animals were phenotyped to assess the onset of diabetes: blood glucose,
body weight and peripheral neuropathy (nerve conduction velocity). Parallel to this follow-up, hearing was also assessed: either
via the measurement of distortion products of otoacoustic emissions (DPOAE), or via the measurement of early auditory
brainstem responses (ABR) and mid-latency auditory evoked potentials (PEAIm), at different frequencies: 8, 10, 16, 24 kHz
and at different times: 0, 4, 8, 12 weeks after induction. Histological analysis was performed on animal cochlea sections.
Results: During the 12-week follow-up period (after STZ injection), and in comparison, with the control group, diabetes
developed in both mouse strains and was associated with typical features: hyperglycemia, slight decrease in body weight,
decrease in neural conduction. High-frequency hearing loss was clearly and more significantly demonstrated in diabetic
C57BI/6JRj mice, with increased auditory thresholds (DPOAE, ABR) and changes in ABR wave | morphology and a decrease
in spiral ganglion neurons. No auditory complications (DPOAE, ABR) were identified in diabetic CBA/JR] mice. However,
an increase in ABR wave latency was observed. Conclusion: This study showed that diabetes has an impact on auditory
function, with vascular and neural damage in the C57BI/6JRj strain. This study did not reveal any impairment of peripheral
auditory function in diabetic CBA/JR] mice, but did reveal impairment of central auditory function by auditory neuropathy.
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