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Résumeé en frangais :

En réponse a une stimulation sonore, la cellule ciliée interne libére du
glutamate qui va activer des récepteurs distribués sur le bouton post-synaptique. Les
courants post-synaptiques vont ensuite dépolariser la terminaison périphérique des
neurones auditifs primaires, et initier le déclenchement d’un potentiel d’action. Tandis
que la connaissance des mécanismes pré-synaptiques a considérablement
progressé ces 10 derniéres années, les mécanismes responsables de l'initiation des
potentiels d’action sont encore méconnus. Dans cette étude, nous avons déterminé
les conductances ioniques nécessaires au déclenchement des potentiels d’action.

Les paramétres biophysiques des conductances (Na* et K*) ont été identifiés
(algorithme d’identification trace entiere) a partir d’enregistrements de patch clamp
acquis sur les corps cellulaires. Un modele mathématique de noeud de Ranvier a
ensuite été développé en faisant 'hypothése que les canaux présents sur le corps
cellulaire et sur un nceud de Ranvier étaient de méme nature mais en densité
différente. Les parameétres de ce modele ont été identifiés pour reproduire les
potentiels d’action extracellulaire au moyen d’un algorithme de descente du gradient.

Nous avons identifi€ : i) un courant Na* entrant rapide (Gna activation: V,=-33
mV, 7.< 0.5 ms; inactivation: V4=-61 mV, 7pnat < 2 ms) et deux courants K
sortants, un rectifiant retardé activé a haut seuil (Gku, activation: Vip=-41 mV; 5 <
2.5 ms) et un activé a bas seuil (Gk., activation: V1,=-56 mV; 7, < 5 ms). Le modéle
de nceud de Ranvier génére des potentiels d’action extracellulaire similaires a ceux
enregistrés in vivo. La différence de durée du potentiel d’action observée le long de
'axe tonotopique (i.e. 450 us de durée pic a pic a 1 kHz contre 250 uys a 20 kHz)
s’explique parfaitement par un gradient de densité en canaux ioniques le long de la
cochlée (Gna~78 NS, Gk ~9 nS, Gky ~3 nS a 1 kHz contre Gna ~90 NS, Gk ~12 nS,
Gkn ~6 nS a 20 kHz).

Cette étude a permis d’identifier les conductances ioniques et les densités de
canaux responsables de l'initiation des potentiels d’action dans les neurones auditifs
primaires. Elle suggére que la coopération entre le courant Na* et des 2 courants K*
est probablement a l'origine de la haute fréquence de décharge de ces neurones. Le
modéle de nceud de Ranvier permet en outre de tester de nouvelles stratégies de
stimulation électrique dans le contexte de I'implant cochléaire.



Résumé en anglais :

In response to sound stimulation, inner hair cell triggers glutamate release
onto the dendrite-like processes of primary auditory neurons and drives action
potentials, which are convey to the central nervous system. Whereas knowledge of
the transfer function at the ribbon synapse has considerably progress, little is known
about the voltage-gated ionic channels which shape the action potential. Here, we
provide a comprehensive computational model bridging the gap between the voltage-
dependent currents measured in vitro on fresh isolated primary auditory neurons and
spikes (extracellular action potentials) recorded in vivo from guinea pig auditory nerve
fibers.

Voltage-dependent currents (Na* and K') of SGNs somata patch-clamp
recordings were fitted by a Hodgkin-Huxley model with a full trace identification
algorithm. Node of Ranvier model was designed from the hypothesis that channel
expressed on soma were identical, but differ in density. Simulated spikes were
adjusted in order to match jn vivo single-unit recordings with gradient-descent
algorithm.

Computation of the data allows to the identification of: /) one fast inward Na*
current (Gna, activation: V4,=-33 mV, 1,< 0.5 ms; inactivation: V42=-61 mV, Tipact < 2
ms); and j) two K%t conductances, a high voltage-activated delayed-rectifier
component (Ggy, activation: Vq,=-41 mV; 1.+ < 2.5 ms) and a low voltage-activated
component (Gg., activation: V4,=-56 mV; 1, < 5 ms). Node of Ranvier model
generate spikes that fit with in vivo recordings. Interestingly, the different spike
duration along the tonotopic axis measured in vivo (i.e. 450 ys peak-to-peak duration
versus 250 ps for 1 to 20 kHz, respectively) was explain by a gradual change in Na
and K channel densities along the cochlea (Gna ~78 NS, Gk ~9 nS, Gky ~3 nS at 1
kHz versus Gna ~90 nS, Gk ~12 nS, Gky ~6 nS at 20 kHz).

This study identifies the ionic conductances and densities, which shape the
action potential waveform of auditory nerve fibers and suggests that the interplay of
fast inward Na™ current and the two K* enables the auditory nerve fibers to sustain
high firing rates. In addition, this node of Ranvier model provides a valuable tool to
design new electrical stimulation strategies for cochlear implants.
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1 Introduction

La cochlée a pour fonction de transformer I’environnement sonore en
message nerveux interprétable par le cerveau. Dans la cochlée, la mécano-
transduction est assurée par les cellules ciliées internes (CCI). En réponse a une
stimulation sonore, la CCl se dépolarise ce qui favorise I'ouverture de canaux
calciques dépendant du potentiel situés a proximité des rubans synaptiques
(Nouvian, Beutner et al. 2006). L’influx de calcium intracellulaire entraine alors la
libération multi-vésiculaire de glutamate. Ce dernier active les récepteurs post-
synaptiques de la terminaison d’'un neurone auditif (Glowatzki and Fuchs 2002). Les
courants post-synaptiques excitateurs dépolarisent ensuite la terminaison
périphérique des neurones auditifs primaires, ce qui se traduit par I'émission d’'un
potentiel d’action (Rutherford, Chapochnikov et al. 2012). Ce dernier se propage vers

le systéme nerveux central.

Les neurones auditifs primaires disposent de propriétés tout a fait particuliére
telles que : i) le verrouillage de phase pour des sons de fréquence inférieure a 3 kHz
(Palmer and Russell 1986), ii) une activité spontanée qui peut atteindre 120
potentiels d’action par seconde et une activité évoquée maximale de 450 potentiels
d’action par seconde (Ohlemiller, Echteler et al. 1991), iii) précision temporelle trés
inférieure a la milliseconde indispensable pour la localisation des sources (Grothe,
Pecka et al. 2010), iv) un codage de l'intensité sonore sur une dynamique de 100 dB

(Winter, Robertson et al. 1990).

12



Alors que la compréhension des mécanismes synaptiques a fortement
progressé au cours de ces 10 derniéres années, les propriétés biophysiques a
l'origine du déclenchement du potentiel d’action ne sont toujours pas connues. Une
identification des conductances ioniques responsable des potentiels d’action des
neurones auditifs permettrait de mieux comprendre le codage en intensité et en
fréquence des ondes sonores et d’optimiser les stratégies de stimulation au moyen

de I'implant cochléaire.

L’'objectif de cette thése a donc été d’identifier les conductances dépendantes
du potentiel responsables du déclenchement des potentiels d’action des neurones
auditifs primaires. Pour ce faire, nous avons : i) identifié les conductances du corps
cellulaire de neurones auditifs fraichement isolés, ii) développé un modéle
mathématique de nceud de Ranvier en faisant I'hypothése que les populations de
canaux présentes sur le corps cellulaire et sur un nceud de Ranvier étaient de méme
nature mais de densité différente, iii) validé le modéle de nceud de Ranvier en le
comparant a des données expérimentales d’enregistrement unitaire et iv) évalué le

seuil en charge du modéle de nceud de Ranvier.
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2 Rappels

2.1 Anatomie et Physiologie de la cochlée

D’un point de vue purement physique, le son est défini comme la partie
audible du spectre des vibrations acoustiques. L’audition prend en compte trois
parametres des vibrations acoustiques : la fréquence, le niveau et la durée. La
fréquence représente le nombre de vibrations par seconde. Elle est exprimée en
Hertz (Hz) et définit la hauteur des sons, aigus ou graves. Le niveau représente
lamplitude de la vibration. Il peut s’exprimer en échelle absolue (décibel sound
pressure level, dB SPL) avec comme référence une vibration de 20 yPa ou en
échelle relative (décibel hearing level, dB HL) avec comme référence le seuil auditif
d'un sujet normo-entendant. Les mammiféres disposent d’une audition dont la
gamme fréquentielle couvre ~10 octaves et une dynamique de niveau de ~100 dB

dans la zone de meilleure sensibilité.

2.1.1 Oreille externe et moyenne des mammiferes
L'oreille des mammiféres est constituée de trois parties : l'oreille externe,
moyenne et interne. Le rdle principal de l'oreille externe est de capter les sons et
celui de l'oreille moyenne est d’assurer une adaptation d'impédance entre le milieu
aérien extérieur et le milieu liquidien de l'organe de l'audition, situé dans l'oreille

interne, organe transducteur.

2.1.1.1 Oreille externe
L'oreille externe est constituée de deux ensembles : le pavillon et le conduit
auditif externe (figure 1). Elle est limitée par une membrane souple, le tympan, qui la

sépare de l'oreille moyenne. L'oreille externe a pour fonction de capter les ondes
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sonores grace au pavillon et de les canaliser vers le tympan via le conduit auditif
externe, assurant ainsi la transmission des sons vers l'oreille moyenne. Le pavillon,
mobile chez la plupart des mammiféeres, assure un rbéle d’antenne acoustique
"orientable", ce qui permet d’augmenter les chances de détections des ondes
sonores dans une direction donnée. Le conduit auditif externe prolonge le pavillon.
C’est un canal cartilagineux et osseux qui fait suite a la conque (dépression profonde
en forme d’entonnoir occupant la partie moyenne du pavillon) et qui s’étend jusqu’au
tympan.

La conque et le conduit auditif externe amplifient sélectivement certaines
fréquences. Le son qui sera transmis a l'oreille moyenne va donc subir des
modifications dés l'oreille externe. Chez 'lhomme, le gain octroyé par cette fonction

de transfert est de I'ordre de 10 dB pour les fréquences comprises entre 1.5 et 7 kHz.

2.1.1.2 Oreille moyenne

L’oreille moyenne est une cavité osseuse située entre l'oreille externe et
loreille interne (Figure 1). L’oreille moyenne comprend d’avant en arriere la trompe
d’Eustache, la caisse du tympan et les cavités mastoidiennes. Elle forme ainsi une
cavité aérienne dans laquelle s’articulent trois os (le marteau, I'enclume et I'étrier) et
deux muscles (le tensor tympani et le muscle stapédien). Le marteau, I'enclume et
Iétrier forment la chaine ossiculaire : elle relie le tympan a la fenétre ovale,
membrane souple séparant l'oreille moyenne de loreille interne. La fonction de
l'oreille moyenne est de transmettre les ondes sonores a l'organe de I'audition a la
maniére d’'un piston. Le rapport des surfaces tympan/fenétre ovale (>20/1) permet
une amplification qui assure le transfert des pressions acoustiques entre le milieu

aérien et le milieu liquidien de I'organe de l'audition. L’oreille moyenne est donc un
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Figure 1, L’organe périphérique de I'audition. Le systéme auditif périphérique permet
la transformation des vibrations sonores en un systéeme bioélectrique interprétable par le
systeme nerveux central. Ce systéme est constitué de trois compartiments : loreille
externe (E), l'oreille moyenne (M) et l'oreille interne (1). L'oreille externe est constituée du
pavillon et du conduit auditif externe. Elle est limitée par une membrane souple, le
tympan, qui la sépare de l'oreille moyenne. Elle canalise les ondes sonores vers le
tympan. L'oreille moyenne est constituée d’'une chaine de trois osselets : le marteau,
I'enclume et l'étrier. Elle transmet les vibrations du milieu extérieur a l'oreille interne.
Celle-ci est constituée du vestibule, organe de I'équilibre (en bleu) et de la cochlée,
organe de l'audition (spirale). Schéma de S. Blatrix, tiré du Cdrom réalisé par le Pr. R.
Pujol : « Promenade autour de la cochlée ».

adaptateur d’'impédance sans lequel une trés grande partie de I'énergie acoustique
serait perdue.

Outre la fonction d’adaptateur d’'impédance, l'oreille moyenne joue un réle
protecteur contre les sur-stimulations acoustiques. Ainsi, lorsqu'un son fort est
détecté par l'organe de l'audition, l'information est transmise aux neurones des
noyaux du tronc cérébral. Une boucle réflexe commande la contraction du muscle
stapédien, qui entraine une augmentation de la rigidité de la chaine tympano-
ossiculaire et une limitation des déplacements aux fréquences basses et moyennes.

Ce réflexe, dit stapédien, diminue donc I'énergie transmise a l'organe de I'audition
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pour des sons de fréquences graves. Cependant, il est fatigable et perd son

efficacité pour des stimulations de longue durée.

2.1.2 Oreille interne des mammiferes
L’oreille interne est composée de deux organes: la cochlée, organe de
laudition et le vestibule, organe de I'équilibre. La cochlée est au contact de la platine
de l'étrier qui vient s’appuyer sur la fenétre ovale (Figure 1). Elle se trouve dans la
bulle tympanique chez la majorité des mammiféres et est enchassée dans une région

poreuse de I'os temporal, le rocher, chez les primates.

2.1.2.1  Structure de la cochlée

La cochlée est recouverte par une paroi osseuse, la capsule otique, et est
formée de trois rampes enroulées en spirale autour d’un axe osseux portant le nom
de modiolus (Figure 2). Les rampes vestibulaires et tympaniques sont remplies de
périlymphe et forment le compartiment périlymphatigue. Ces deux rampes
communiquent entre elles a la partie la plus apicale de la spirale cochléaire, par un
orifice portant le nom d’hélicotréme. Les rampes vestibulaires et tympaniques
communiquent avec l'oreille moyenne a la partie la plus basale de la spirale
cochléaire par la fenétre ovale et la fenétre ronde. Ceci permet la circulation des
ondes de pression générées par les sons dans la cochlée. L'entrée du signal
acoustique est la fenétre ovale, sur laquelle est attachée la platine de I'étrier. L’'onde
de pression se propage le long de la spirale formée par la cochlée. Les liquides étant
indéformables, la surpression engendrée est compensée par la fenétre ronde. Les
rampes vestibulaires et tympaniques entourent le canal cochléaire rempli
d’endolymphe. Le canal cochléaire est délimité par la membrane de Reissner, la
paroi latérale osseuse et la lame réticulaire, sur 'organe de Corti (Figure 3), siege de

la mécano-transduction.
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Figure 2, Coupe transversale de la cochlée. La cochlée est formée de trois rampes :
canal cochléaire (1) contenant I'organe de Corti, la rampe vestibulaire (2) et la rampe
tympanique (3) enroulées autour d'un axe osseux le modiolus (5). Les deux derniéres
rampes communiquent entre elles par un orifice appelé hélicotreme, situé a I'apex de la
cochlée. Elles sont disposées de part et d’autre du canal cochléaire. Ce dernier est empli
d’endolymphe, un liquide particulierement riche en potassium (155 mM). Le canal
cochléaire est séparé de la rampe tympanique par la membrane de Reissher, de la rampe
vestibulaire par la membrane basilaire et de la capsule otique par la strie vasculaire. I
contient I'épithélium sensoriel : 'organe de Corti. Celui-ci est innervé par les neurones
auditifs primaires (5), également appelés neurones du ganglion spiral qui contient leurs
corps cellulaires (4). Schéma de S. Blatrix, tiré du Cdrom réalisé par le Pr. R. Pujol :
« Promenade autour de la cochlée »

2.1.2.2  Fluides cochléaires

La périlymphe et I'endolymphe différent profondément par leur contenu
ionique. Tandis que la périlymphe a une composition trés proche des liquides
extracellulaires et du liquide céphalo-rachidien, 'endolymphe se caractérise par une
extréme richesse en potassium (150 mM). Cette différence dans la composition
ioniqgue des deux fluides cochléaires se traduit par la présence d'un potentiel
endolymphatique, appelé potentiel endocochléaire, situé aux environs de +80 mV,
chez 'lhomme. Ce potentiel est le résultat d'une sécrétion active de potassium par la

strie vasculaire, I'épithélium tapissant la paroi latérale osseuse du canal cochléaire
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(Figure 3). Ainsi, l'activité des cellules ciliées dépend de la concentration en
potassium de l'endolymphe. Toute modification de 'homéostasie potassique de
l'oreille interne diminue les capacités biophysiques de la cochlée a assurer la
transformation des ondes sonores en message nerveux.

La strie vasculaire est composée de trois types cellulaires : les cellules
marginales, les cellules intermédiaires et les cellules basales. La composition ionique
de l'endolymphe est assurée partiellement par les cellules marginales qui
transportent activement le potassium de I'espace intrastrial dans I'endolymphe et le
sodium dans le sens contraire. Les cellules marginales expriment, dans la partie
apicale le canal potassique KCNQ1 et sa sous-unité régulatrice KCNE1 (Sakagami,
Fukazawa et al. 1991). Dans la partie basolatérale, les canaux chlorure, CIC-K1 et
CIC-K2 et leur sous unité régulatrice bartine recyclent le chlorure intracellulaire, ce
qui permet une entrée permanente de potassium par le co-transporteur Na*-K*-2CI
dans les cellules marginale (Estevez, 2001). De la méme fagon, linvalidation du
géne Slc12a2 qui code le co-transporteur Na*-K*-2CI" qui entraine une surdité
associée a une diminution de la concentration de potassium dans I'endolymphe. Les
cellules marginales expriment également la pompe Na®, K'-ATPase (Schulte and
Steel 1994). L’application de ouabaine, qui bloque les pompes Na‘, K'-ATPase,
provoque une réduction trés importante du potentiel endocochléaire, indiquant un
réle majeur de cette pompe dans la sécrétion du potassium dans I'endolymphe
(Marcus, Demott et al. 1981).

Le canal rectifiant entrant Kird.1, exprimé par les cellules intermédiaires,
participe également a la formation de I'endolymphe (Takeuchi and Ando 1998). Cette

hypothése a été confirmée par I'étude des souris dont le géne Kcnj10 (codant ce
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canal) a été invalidé. En effet, le potentiel endocochléaire est nul chez les souris

homozygotes Kcnj10™ (Marcus 2002).

2.1.2.3 Organe de Corti
L’organe de Corti doit son nom a l'anatomiste Alfonso Corti, qui en fit la
description détaillée en 1851. L’'organe de Corti repose sur la membrane basilaire et
s’enroule de la base a I'apex de la spirale cochléaire. Il est composé de cellules
sensorielles, les cellules ciliées, de fibres nerveuses, de cellules de soutien et de

cellules annexes non sensorielles (Figure 3).

rampe vestibulaire /" canal cochléaire
(Périlymphe) / (Endolymphe)

rampe tympanique
(Périlymphe)

Figure 3, Section transversale d’un tour de spire de la cochlée. Coupe transversale
effectuée au troisitme tour d'une cochlée de cobaye visualisée en microscopie
électronique a balayage. Cette image montre 'organe de Corti, situé entre la membrane
basilaire (mb), la membrane de Reissner (mR) et la strie vasculaire (SV). Dans l'organe
de Corti, se trouvent les cellules sensorielles, la rangée des cellules ciliées internes (CCl)
et les trois rangées de cellules ciliées externes (CCE). Les CCE modulent la transduction
sonore par des processus mécaniques actifs. Ceux-ci amplifient les mouvements de la
MB en un point précis dépendant de la fréquence, facilitant la stimulation des CCI par la
membrane tectoriale (mt). Ces CCl sont chargées de transmettre la vibration au systéme
nerveux central par lintermédiaire des neurones auditifs primaires dont les corps
cellulaires sont situés dans le ganglion spiral (GS). Image Marc Lenoir.
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2.1.2.3.1 Cellules sensorielles

La transduction des informations mécaniques en signaux électrochimiques
est assurée par les cellules sensorielles. Ces derniéres sont coiffées a leur pdle
apical de trois rangées de stéréocils, auxquels elles doivent leur nom de cellules
ciliées (Figure 3). Il existe deux types de cellules ciliées, disposées de part de
d’autre du tunnel de Corti: les cellules ciliées externes (CCE, Figure 3) et les
cellules ciliées internes (CClI, Figure 3). Les CCE ont pour réle d’amplifier 'onde
sonore et les CCI transforment l'information sonore en message nerveux. Tandis que
les stéréocils des cellules ciliées baignent dans I'endolymphe, leur corps cellulaire
est localisé dans le compartiment périlymphatique. Les stéréocils, principalement
constitués d’actine, sont au nombre d’une centaine par cellule ciliée et sont disposés
sur trois rangées. lls sont reliés entre eux par de nombreux liens transversaux et par
des liens terminaux (tip-links). L'utilisation de rapporteur calcique a démontré que les
canaux sensibles a I'étirement, responsables de la transformation de I'onde sonore
en signal électrique sont localisés a I'extrémité basse des tip-links, avec 1 a 2 canaux
par tip-links (Beurg, Fettiplace et al. 2009). Ces derniers ont une structure en double
hélice et sont constitués par linteraction entre la cadhérine 23 (Siemens, Lillo et al.
2004; Sollner, Rauch et al. 2004) et de protocadhérine 15 (Kazmierczak, Sakaguchi
et al. 2007). Les plus longs stéréocils des CCE sont ancrés dans une structure
amorphe recouvrant l'organe de Corti: la membrane tectoriale. Cette derniére est
composée de fibres de collagéne et par des protéines telles que I'a- et - tectorine et

I'otogeline (Cohen-Salmon, EI-Amraoui et al. 1997; Legan, Rau et al. 1997).

Cellules ciliées internes
Les CCI se distinguent des CCE par la forme en poire de leur corps cellulaire

(Figure 4). Les CCI, au nombre de 3500 par cochlée chez 'homme, sont situées sur
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le bord interne de l'organe de Corti et sont organisées sur une seule rangée.
Contrairement aux CCE, les stéréocils sont disposés en ligne et ne sont pas ancrés
dans la membrane tectoriale. Le noyau est en position médiane et la membrane
plasmique latérale est classique. Bien que trois fois moins nombreuses que les CCE,
les CCl sont les véritables cellules sensorielles. Elles assurent a la fois la
transduction de la vibration mécanique en signal électrique et le transfert de
linformation par la libération de neurotransmetteur vers les neurones auditifs
primaires (Moser and Beutner 2000; Glowatzki and Fuchs 2002). Les zones actives

des CCI se caractérisent par la présence d'une structure dense aux électrons

Il

£

rectifiant /

retardé /
4% K
\
\

\\
Cay1.3 %\ﬂ//

24 ruban
Ca synaptique

KCNQ4

Figure 4, La cellule ciliée interne. Représentation schématique d’'une cellule ciliée
interne. Le noyau de la cellule occupe généralement une position centrale. Au pole apical
de la cellule, trois rangées de stéréocils reposent sur la plaque cuticulaire. L’activité
électrique de la cellule ciliée interne est assurée par I'expression de canaux ioniques tels
que les canaux mécano-transducteurs (MET), les canaux calciques de type L, les canaux
potassiques BK, rectifiants retardés et KCNQ4. La pré synapse est munie d’'un corps
dense aux électrons : le ruban synaptique (en gris) entouré de vésicules de glutamate
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appelés rubans synaptiques (Figure 4, voir (Nouvian, Beutner et al. 2006) pour
revue). Ces corps synaptiques sont ancrés a la membrane plasmique et entourés de
vésicules synaptiques, lesquelles contiennent du glutamate, le neurotransmetteur
des CCI (Figure 4). La protéine RIBEYE est le principal constituant des rubans
synaptiques et l'ancrage des rubans a la membrane plasmique est assuré par
Bassoon (Khimich, Nouvian et al. 2005). Généralement, il y a un seul ruban par zone
active et une dizaine a une vingtaine de zones actives par CCIl. Chaque zone active

est connectée par la terminaison d’un seul neurone auditif (Liberman 1982).

Cellules ciliées externes

Les CCE (Figure 5), situées sur le bord externe de la spirale cochléaire, sont
organisées en trois rangées et sont au nombre d’environ 13000 par cochlée chez
'homme. D’un point de vue morphologique, les CCE ont une forme parfaitement
cylindrique et leur longueur croit régulierement de la base a I'apex de la cochlée.
Leurs stéréocils sont disposés en W sur leur plaque cuticulaire. Les CCE sont
séparées latéralement entre elles par les espaces de Nuel. Elles ne sont en contact
avec les cellules de Deiters qu’a leur pole apical et basal. Le poéle apical des CCE et
lextrémité des phalanges de Deiters forment la lame réticulaire, une mosaique
parfaitement étanche a I'endolymphe. La paroi latérale est tapissée d’un complexe
de citernes latérales et de mitochondries. Le noyau des CCE est situé a la base des
cellules, juste au-dessus du compartiment synaptique qui renferme de nombreuses

mitochondries.
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Figure 5, La cellule ciliée externe. Représentation schématique d’'une cellule ciliée
externe. Le noyau de la cellule occupe une position trés basale. Au pole apical de la
cellule, trois rangées de stéréocils reposent sur la plaque cuticulaire. L’activité électrique
de la cellule ciliée externe est assurée par I'expression de canaux ioniques tels que les
canaux nicotinique a9-a10, les canaux potassiques SK sensibles au calcium, se trouvent
également les canaux calciques de type L et les canaux potassiques BK et KCNQ4. Enfin
I'activité électro-motile de la cellule ciliée externe est assurée par la protéine prestine,
située le long de la membrane latérale.
2.1.2.3.2 Innervation de I'organe de Corti
L’organe de Corti regoit une double innervation, a la fois afférente et efférente
(Figure 7). L’innervation afférente est constituée par les neurones de type | et Il du
ganglion spiral, dont les axones projettent vers les noyaux cochléaires. L’innervation
efférente provient de neurones appartenant a deux systémes distincts dont les corps

cellulaires se situent dans les noyaux du tronc cérébral. Le prolongement axonal de

I'ensemble de ces neurones constitue le nerf cochléaire.
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Innervation afférente

L’innervation afférente de l'organe de Corti provient des neurones auditifs
primaires, dont les corps cellulaires sont situés au niveau du ganglion spiral. Ce
dernier est situé dans I'axe de la cochlée (modiolus). Les neurones auditifs primaires
sont des neurones bipolaires. lls sont de deux types, appelés neurones
ganglionnaires de type | et neurones ganglionnaires de type Il. Leurs prolongements
périphériques se terminent dans l'organe de Corti, au contact des cellules ciliées, et
leur prolongement central se termine dans les noyaux cochléaires du tronc cérébral.
Les neurones ganglionnaires de type | et type Il sont clairement identifiables
morphologiquement de par la forme de leur corps cellulaire et par le rapport des

diamétres de I'axone central sur 'axone périphérique (Figure 6).

Innervation afférente des CCI

L’innervation afférente des CCI est assurée par les neurones ganglionnaires
de type | (Figure 6). Les neurones de type | représentent 95 % de la population
neuronale du ganglion spiral (Spoendlin 1969). Ce sont des neurones de grosse
taille myélinisés, y compris autour du soma. lls possédent une branche périphérique
unique, elle aussi myélinisée jusqu'a I'entrée de I'organe de Corti, qui projette vers
les CCI et vient se connecter par un seul bouton dendritique a une seule CCI (Kiang,
Rho et al. 1982). Plusieurs neurones de types | vont contacter une méme CCI (en
moyenne une dizaine par CCl chez 'lhomme). Ainsi, chez 'lhomme, il existe environ
30000 neurones de type | pour 3500 CCI. Au niveau de la densité post-synaptique
des fibres de type | du nerf auditif, les récepteurs au glutamate de type AMPA se
distribuent en anneau, avec pour centre la projection du ruban synaptique
(Matsubara, Kawabata et al. 1998; Meyer, Frank et al. 2009). Les récepteurs AMPA

des fibres de type | sont exclusivement composés par les sous-unités GIuR 2-3

25



A type Il type | B

6 -
s,
Yf/ ® type | ®
[ )
— 51 type Il
— i #
[0]
et U Z 41 -
diametre \\\/ diameétre %_ °® > o
périphérique Jcentral oo ¢ :o s
. n” 3; ¢
\f\?\/“’{\ .y °® ®e

central
N
®
o
®

‘ 0 - . . .
W 0 100 200 300 400
19 pm aire du corps cellulaire (um?)

Figure 6, Morphologie des neurones du ganglion spiral de type | et Il. A Corps
cellulaires de neurone du ganglion spiral innervant les CClI (type |, bleu) et les CCE (type
Il, orange) chez le chat. Les corps cellulaires des neurones de type | sont bipolaires et de
dimension supérieure aux neurones de type Il, qui sont pseudo-monopolaires. B Rapport
des diametres central versus périphérique en fonction de l'aire du corps cellulaire pour
des neurones de type | (bleu) et Il (orange (d’aprés (Kiang, Rho et al. 1982)).

(Matsubara, Kawabata et al. 1998; Khimich, Nouvian et al. 2005; Nouvian, Beutner et

al. 2008).

Innervation afférente des CCE
L’innervation afférente des CCE est assurée par les neurones ganglionnaires
de type Il (Figure 7). Ces derniers représentent une population minoritaire au sein du
ganglion spiral : ils constituent en effet a peine 5 % de la population neuronale de
cette structure (Spoendlin 1969). Le diamétre et la surface du corps cellulaire des
neurones de type Il sont plus petits que ceux des neurones de type | et
contrairement a ces derniers (Figure 6), ils ne sont pas myélinisés (Kiang, Rho et al.

1982).
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Le prolongement périphérique de ces neurones est ramifié. Chaque neurone
de type Il va ainsi établir des synapses avec une dizaine de CCE différentes,
appartenant généralement a la méme rangée. Récemment, la nature
glutamatergique de ces synapses a été démontrée par l'enregistrement des
terminaisons des fibres de type Il (Weisz, Lehar et al. 2012). En accord avec ces
résultats, les CCE sont dotées de rubans pré synaptiques (Knirsch, Brandt et al.
2007). Cependant, le réle de l'innervation afférente des CCE reste controversé. Les
neurones de type Il ne semblent pas répondre aux stimulations sonores a forte
intensité (Robertson 1984), malgré une sensibilité a 'ATP, connu pour étre libéré lors

de traumatisme sonore.

Innervation efférente
La cochlée est un organe controlé par les centres supérieurs. Les cellules
ciliées recoivent une innervation massive de la part de deux systémes efférents dont
les corps cellulaires sont originaires de I'olive bulbaire. Le systéme efférent médian
innerve directement les CCE tandis que le systeme efférent latéral innerve les

dendrites des fibres de type | du nerf auditif.

Systéeme efférent latéral

L’innervation efférente des dendrites des neurones de type | est assurée par
le systéme olivocochléaire efférent latéral (Figure 7). Les neurones sont originaires
de l'olive supérieure latérale située dans le tronc cérébral. Les fibres du systeme
efférent latéral contactent directement les dendrites des neurones du type I, juste
sous le bouton synaptique formé avec la CCl (Figure 7). Le systeme efférent latéral
utilise plusieurs neurotransmetteurs dont I'acétylcholine, le GABA, la dopamine, et
des neuromodulateurs, le CGRP, les enképhalines et les dynorphines (Eybalin 1993;

Puel 1995).
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Systeme efférent médial

L’innervation efférente des CCE est assurée par le systéme olivocochléaire
efférent médian (Figure 7), appelé ainsi du fait de la présence des corps cellulaires
des neurones dans le noyau ventro-médian du corps trapézoide, sur le pourtour du
complexe olivaire supérieur médian. Le contact entre les CCE et les neurones du
systéeme efférent médian s’effectue par l'intermédiaire de grosses terminaisons
axoniques. Le neurotransmetteur utilisé par le systéme efférent médian est
l'acétylcholine (Bobbin and Konishi 1971; Housley and Ashmore 1991; Kujawa,
Glattke et al. 1993; Erostegui, Nenov et al. 1994; Kujawa, Glattke et al. 1994;
Blanchet, Erostegui et al. 1996; Oliver 2000). L’acétylcholine, libérée par le systéme
efférent médian, active des récepteurs nicotiniques a9 et a10. Ces sous-unités
nicotiniques conférent aux récepteurs nicotiniques des CCE un profil
pharmacologique particulier : ces récepteurs sont bloqués par la strychnine
(antagoniste glycinergique), par la bicuculline (antagoniste gabaergique), et par la
nicotine et la muscarine (Fuchs and Murrow 1992; Kujawa, Glattke et al. 1993;
Elgoyhen, Johnson et al. 1994; Erostegui, Nenov et al. 1994; Kujawa, Glattke et al.
1994; Elgoyhen, Vetter et al. 2001). L’activation d’a9-a 10 par l'acétylcholine
entrailne une entrée de calcium, qui a son tour active des canaux potassiques
sensibles au calcium SK2 (Erostegui, Nenov et al. 1994; Blanchet, Erostegui et al.
1996; Evans 1996; Yuhas and Fuchs 1999; Oliver 2000). Ces derniers assurent la
sortie de potassium et par conséquent entrainent I'hyperpolarisation des CCE
(Figure 5). En controlant le potentiel de membrane des CCE, le systeme efférent
médian module donc l'activité de ces cellules, dont le réle majeur est d’amplifier
lintensité des ondes sonores. La réduction du gain de l'amplificateur cochléaire
permet au systéme efférent médian d’assurer une protection aux fortes intensités de

stimulation (Puel, Bobbin et al. 1988; Maison, Adams et al. 2003). Notons aussi que
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le systéeme efférent médian est également activé lors de processus d’attention
sélective, qu’elle soit visuelle ou auditive (Puel, Bobbin et al. 1988; Froehlich, Collet
et al. 1990; Puel and Rebillard 1990; Winter, Robertson et al. 1990; Meric and Collet

1992).

nerf vestibulaire

nerf auditif

Figure 7, L’innervation de I'organe de Corti. Cette figure représente les connexions
entre les cellules ciliées et le tronc cérébral. Les cellules ciliées internes font synapse
avec tous les neurones de type | du ganglion spiral, formant le systéme afférent radial
(représenté en bleu nuit) qui relie la cochlée aux noyaux cochléaire. Les informations
auditives sont transmises au cerveau par ce systeme. Le systéme efférent latéral
(représenté en rouge) est issu de neurones issus de I'clive supérieure latérale (OSL). Les
cellules ciliées externes font synapse avec les cellules ganglionnaires de type Il formant le
systeme afférent spiral (représenté en bleu ciel). Les cellules ciliées externes sont
directement innervées par les terminaisons axoniques (représentées en jaune) de
neurones situés bilatéralement dans le noyau ventraux médian du corps trapézoide, sur le
pourtour du complexe olivaire supérieur médian (OSM).
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2.1.3 Physiologie de la cochlée
La cochlée transforme les ondes sonores en message nerveux. Les sons
étant caractérisés par une fréquence et une intensité, la cochlée doit assurer le
codage en fréquence et en intensité de I'onde sonore. Le codage de la fréquence
sollicite la tonotopie cochléaire et le codage de l'intensité de la stimulation sonore a

lieu a la premiére synapse auditive.

2.1.3.1 Codage en fréquence

Dans la cochlée, I'onde de pression générée par un son se propage le long de
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Figure 8, Carte fréquentielle chez le mammifére. L’homme (bleu) et le rongeur (noir :
cochon d’Indes, vert : gerbille, rouge : souris). L’axe tonotopic est présenté a la base du
schéma en échelle logarithmique de 16 Hz a 128 kHz. La position du codage le long de la
membrane basilaire est exprimée en % de la longueur totale (Lyg) depuis l'apex. Les
références bibliographiques sont fournies a droite du schéma. Carte fréquentielle chez
'homme : x = 47,62 xlog(6,046f + 1), le cochon d’Indes: x = 33,6 + 38,2 x log(f), la
gerbille : x = 45,45 X log(2,51f +0,63), la souris: x = —56,5 + 82,5 x log(f) avec f la
fréequence en kHz et x la position en %.
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la membrane basilaire de la base a I'apex de la cochlée. La vibration atteint son
amplitude maximale en un point précis, d’autant plus proche de l'apex que la
fréquence de stimulation est grave (von_Békésy 1960). Cette particularité, due aux
propriétés mécaniques de la membrane basilaire, est a l'origine de la tonotopie
cochléaire. La Figure 8 présente la tonotopie cochléaire chez I'homme et chez les
principaux modeles animaux utilisés en laboratoire (cochon d’'Indes, gerbille, souris).
La tonotopie cochléaire est généralement caractérisée par une carte fréquentielle de
codage qui lie la fréquence a la position du codage sur I'axe tonotopique. L’homme
percoit les sons sur 10 octaves, le cochon d’Indes et la gerbille, sur 9 octaves, et la
souris sur 4 octaves. La souris est spécialisée pour percevoir des sons hautes
fréquences compris entre 5 et 64 kHz. Chez le cochon d’Indes et la souris, la carte
fréquentielle est purement logarithmique (voir équations dans la Iégende de la Figure
8) alors que chez la gerbille et 'homme, la relation n’est logarithmique que dans les
hautes fréquences. Si cette tonotopie passive permet d’expliquer un premier niveau
de codage des fréquences, ce codage est peu sélectif et ne suffit pas a expliquer le

degré remarquable de sensibilité et de sélectivité fréquentielle de la cochlée.

2.1.3.1.1 Mécanismes actifs
L’amplification de la vibration du son par les cellules ciliées externes pourrait
avoir plusieurs origines. Le mouvement de la membrane basilaire serait amplifié non
seulement par une contraction et une extension de la cellule ciliée interne en
quadrature de phase avec le stimulus, c’est I'hypothese de I'électromotilité mais

également par une déflection des stéréocils, beaucoup plus rapide.

Hypothése de l'électromotilité
En fait, 'organe de Corti doit sa sensibilité et sa sélectivité en fréquence a

I'existence de mécanismes actifs cochléaires (Dallos 1992). Il a été proposé que les
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mécanismes actifs trouvent leur origine dans les propriétés électromotiles des CCE.
En effet, les CCE se raccourcissent en réponse a une dépolarisation et a l'inverse
s’allongent en réponse a une hyperpolarisation (Brownell, Bader et al. 1985). Ces
changements de taille peuvent atteindre jusqu'a 4% de la longueur des CCE et
peuvent suivre des fréquences de stimulation compatibles avec les fréquences
audibles. La persistance de [I'électromotilité aprés digestion des réseaux
cytosquelettiques sous membranaire, par dialyse intracellulaire de trypsine, montrent
que les éléments moteurs (prestine) responsables de I'électromotilité résident dans la
membrane plasmique elle-méme (Huang and Santos-Sacchi 1994). Une signature
de I'électromotilité est la capacité non-linéaire des CCE (Tunstall, Gale et al. 1995).
Celle-ci reflete les mouvements de charge du moteur en réponse a un changement
de potentiel transmembranaire. La courbe exprimant cette capacité membranaire en
fonction du potentiel transmembranaire prend une forme en cloche caractéristique.
La vibration sonore transmise a la périlymphe par la chaine des osselets fait
onduler la membrane basilaire du haut vers le bas. L’'onde mécanique se propage le
long de la membrane basilaire avec un maximum d’amplitude situé d’autant plus prés
de la base que la fréquence est aigué (tonotopie passive). Le mouvement de
cisaillement de la membrane tectoriale provoque la déflection des stéréocils des
CCE, implantés dans la membrane tectoriale. Le mouvement des stéréocils favorise
I'ouverture des canaux cationiques non spécifiques, situés aux extrémités basses
des stéréocils. Ces canaux dont la nature moléculaire restent inconnue laissent alors
entrer le potassium de I'endolymphe dans les CCE (Sidi, 2003 ; Strassmaier, 2002 ;
Walker, 2000). Les CCE se contractent en phase avec les déplacements de la
membrane basilaire, augmentant ainsi considérablement les déplacements des

structures qui entrainent I'excitation des CCI. Si la prestine confére a la cochlée sa
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sensibilité et sa sélectivité en fréquence, un phénoméne d’inhibition latérale associée
a I'électromotilité des CCE pourrait aussi participer a la sélectivité en fréquence. En
effet, la contraction d’'une CCE en réponse a un saut de potentiel dépolarisant
entraine I'hyperpolarisation de la CCE voisine, et par conséquent son allongement
(Zhao and Santos-Sacchi 1999). Cependant, la membrane plasmique des CCE se
comporte comme un filtre passe-bas, qui prévient les variations du potentiel de
récepteur pour des fréquences supérieures a 1 kHz. Plusieurs hypothéses ont été
proposées afin de concilier les propriétés RC (R et C sont la résistance et capacité
membranaire, respectivement) de la membrane plasmique et I'électromotilité des
CCE. Les principales hypotheses sont i) 'augmentation du courant du canal mécano-
transducteur des cellules ciliées a la base de la cochlée (He, Jia et al. 2004; Ricci,
Kennedy et al. 2005), ii) une conductance au chlore assurée par la prestine
(Rybalchenko and Santos-Sacchi 2003; Santos-Sacchi, Song et al. 2006), iii) des
potentiels extracellulaires pouvant gouverner la dépendance au voltage de la

prestine (Oesterle and Dallos 1986).

Hypothése des stéréocils

L’observation de mouvements spontanés des stéréocils a soulevé I'hypothése
que ces derniers libérent I'énergie requise pour amplifier les mouvements de la
membrane basilaire (Crawford and Fettiplace 1985; Howard and Hudspeth 1987;
Denk and Webb 1992; Benser, Marquis et al. 1996; Martin and Hudspeth 1999). En
réponse a une stimulation mécanique, la déflection initiale des stéréocils
s’accompagne par un déplacement supplémentaire des stéréocils dans la direction
du stimulus (Kennedy, Crawford et al. 2005). A l'inverse de la membrane plasmique
des CCE, le déplacement des stéréocils ne se comporte pas comme un filtre passe-

bas et peut donc suivre chaque cycle de stimulation sonore de plusieurs dizaines de
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kHz. La force exercée par les stéréocils pourrait donc étre a la base des mécanismes

actifs (voir (Fettiplace and Hackney 2006) pour revue).

2.1.3.1.2 Verrouillage en phase

Le codage de la fréquence dans la cochlée de mammiféres est associé a la
tonotopie cochléaire. Pour les sons de fréquence inférieurs a 3 kHz, le codage de la
fréquence est renforcé par un deuxiéme mécanisme : le verrouillage en phase (Rose,
Brugge et al. 1967). En réponse a une stimulation sonore, I'émission des potentiels
d’action par les fibres du nerf auditif se produit a un instant préférentiel du cycle de la
stimulation sonore: les fibres du nerf auditif répondent alors en phase a la
stimulation sonore. Le nombre de potentiels d’action augmente avec l'intensité de
stimulation mais conserve une émission réguliere. En revanche, 'augmentation de la
fréquence de stimulation (supérieure a 3 kHz) entraine une perte de synchronisation
des potentiels d’action par rapport au cycle de la fréquence de stimulation. Ici encore,
les propriétés RC de la membrane plasmique des CCI (et dans une moindre mesure
la période réfractaire de neurones auditifs primaires) empéchent le verrouillage de
phase sur des fréquences de stimulations élevées (Palmer and Russell 1986).

Le potentiel de récepteur des CClI se caractérise par deux composantes : une
composante alternative qui suit la fréquence de la stimulation et une composante
continue qui reproduit I'enveloppe de la stimulation sonore. Pour des stimulations
sonores de fréquences inférieures a 1 kHz, la composante alternative domine la
réponse électrique des CCI et permet aux cellules sensorielles auditives de répondre
en phase avec la stimulation. En effet, le déplacement des stéréocils reproduit la
composante alternative de I'onde sonore, de forme sinusoidale. La déflection des
stéréocils provoque la dépolarisation des CCI, qui libérent alors du glutamate dans la

fente synaptique. Les neurones auditifs sont alors activées et déclenchent des
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potentiels d’action. La repolarisation des CCI provoque ensuite l'arrét de la libération
du glutamate et par conséquent I'arrét de I'émission de potentiels d’action. Au dela
de 1 kHz, la constante de temps membranaire t (égal au produit RC et environ égal a
500 ps, (Kros and Crawford 1990; Oliver, Schachinger et al. 2006)) empéche la
membrane plasmique de suivre en phase les cycles de la simulation au dela 3 kHz :
la composante continue est alors prédominante et les CCI codent I'enveloppe de la

stimulation sonore (Russell and Sellick 1978).

2.1.3.2 Codage en intensité

2.1.3.2.1 Activation de la cellule ciliée interne

De la méme facon que pour la CCE, la CCI correspondante a la fréequence de
stimulation est activée suite a la déflection de ses stéréocils. A la différence des
CCE, les plus grands stéréocils des CCl ne sont pas ancrés a la membrane
tectoriale : la déflection des stéréocils des CCI est favorisée par le contact direct
avec la bande de Hensen de la membrane tectoriale. A noter que I'ensemble des
stéréocils se comporte comme une unité fonctionnelle et se déplace donc de facon
homogéne (Kozlov, Risler et al. 2007). L'ouverture des canaux mécano-sensibles
des stéréocils entraine I'entrée de potassium contenu dans I'endolymphe et par
conséquent dépolarise la CCI. La dépolarisation de la CCl provoque l‘ouverture de
canaux calciques sensibles au potentiel de type L, situés au voisinage des zones
actives (Platzer, Engel et al. 2000; Brandt, Striessnig et al. 2003; Zenisek, Davila et
al. 2003; Neef, Gehrt et al. 2009). L'influx de calcium entraine la fusion des vésicules
synaptiques a la membrane plasmique (Issa and Hudspeth 1994; Parsons, Lenzi et
al. 1994; Tucker and Fettiplace 1995; Issa and Hudspeth 1996; Moser and Beutner
2000; Zenisek, Davila et al. 2003; Frank, Khimich et al. 2009; Meyer, Frank et al.

2009). L’exocytose des CCI est intimement lié au ruban synaptique. La sécrétion
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synaptique des CCIl montre un degré de coordination élevé ce qui provoque des
potentiels post-synaptiques excitateurs d’amplitude variable mais de cinétique
constante (Glowatzki and Fuchs 2002). Une fois libéré dans la fente synaptique, le
glutamate active alors les récepteurs AMPA présents sur les fibres du nerf auditif
(Ruel, Chen et al. 1999; Ruel, Bobbin et al. 2000; Glowatzki and Fuchs 2002). Les
cinétiques d’'activation et de désensibilisation de ces récepteurs sont trés rapides ce
qui permet une réponse des fibres du nerf auditif approprié au stimulus acoustique.
Le message nerveux va alors étre véhiculé par les neurones auditifs primaires et

envoyé vers le systeme nerveux central.

2.1.3.2.2 Activation des neurones auditifs primaires

L’étude des neurones auditifs primaires du chat (Liberman 1978) a montré
qu’ils se divisent en 3 populations : les neurones a basse activité spontanée (AS<0.5
PA/s), les neurones a activité spontanée moyenne (0.5 < AS < 18 PA/s) et les
neurones a haute activité spontanée (AS>18 PA/s). La distribution des neurones
auditifs primaires selon cette classification est relativement homogéne entre espéce
(voir Table 1) avec une forte majorité de fibres a haute activité spontanée (60-75%)
et une minorité de fibres a basse activité (10-16%). Il n’existe pas de données
expérimentales chez 'lhomme.

Différents phénomenes complémentaires sont a l'origine des trois types de
profils d’activité spontanée. Premiérement, en absence de son, la CCI libére
spontanément du glutamate vers les neurones auditifs primaires (Ruel, Chen et al.
1999; Ruel, Bobbin et al. 2000; Glowatzki and Fuchs 2002), cette libération
spontanée active en permanence les neurones auditifs primaires. De plus, une
variabilité dans I'amplitude des influx calciques entre les différentes synapses d’'une

seule CCI pourrait étre a I'origine de différents taux de libération de glutamate
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Table 1 : Distribution des fibres du nerf auditif suivant la classification basée sur I'activité
spontanée. (haute : AS > 18 PA/s, moyenne : 0.5 <AS<18 PA/s, basse : AS>18 PA/s). Données
acquises par la technique de I'enregistrement unitaire.

Fibres Haute Moyenne Basse
Animal dan_s. le nerf AS (%) AS (%) AS (%) Référence
auditif
(Liberman
Chat 55000 61 23 16 1978)
(Tsuji and
Gochon 24000 73 15 12 Liberman
1997)
. (Schmiedt
Gerbille 18000 60 30 10 1089)
Homme 35000 inconnue inconnue inconnue
(Taberner and
Souris 9000 gj«/s(fs 2 20 49 (AS < 20 PA/s) Liberman
2005)

(Frank, Khimich et al. 2009; Meyer, Frank et al. 2009), ce qui entraine une activité
spontanée différente pour chaque synapse. Pour aller plus loin, une étude récente
propose que c’est le degré de coordination de la libération des vésicules synaptiques
qui est responsable de I'activité basale des fibres du nerf auditif (Grant, Yi et al.
2010). Deuxiémement, I'activité spontanée des neurones auditifs primaires serait
régulée par les fibres efférentes. En effet, I'effet inhibiteur de la dopamine contenue
dans les terminaisons des efférences latérale est un mécanisme additionnel dans la
régulation de [l'activité spontanée des fibres. L’application intra cochléaire de
dopamine entraine une réduction de I'activité spontanée des fibres du nerf auditif et
une élévation du seuil de réponse a la stimulation sonore. Ainsi, la dopamine joue un
réle inhibiteur sur I'activité des neurones auditifs primaires (Ruel, Nouvian et al. 2001;
Le Prell, Shore et al. 2003). A l'inverse, I'application d’antagonistes de la dopamine
provoque une augmentation de l'activité spontanée des neurones auditifs primaires
et une amélioration de la sensibilité au seuil. L'augmentation de I'activité spontanée
reflete probablement une levée d’inhibition tonique au niveau du site d’initiation du

message auditif (Ruel, Nouvian et al. 2001).
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En réponse a une stimulation acoustique, l'activité des neurones auditifs
primaires augmente avec l'intensité sonore : c’est le codage en intensité. En outre, le
recrutement progressif de ces trois populations de fibre permet d’expliquer I'étendue
de la dynamique cochléaire du seuil de la perception au seuil de la douleur (110 dB a
1000 Hz chez 'homme). En effet, les neurones a basse activité sont caractérisés par

un seuil d’activation compris en 20 et 60 dB SPL, les neurones a activité spontanée
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Figure 9, Localisation des différents types de neurones dans le modiolus. A.
Schéma en coupe longitudinale d’'une cochlée de chat d’aprés (Kawase and Liberman
1992). RV : Rampe vestibulaire, RT : Rampe tympanique. Les corps cellulaires (symboles
noir plein) sont localisés dans le ganglion spiral (ellipses). B. Ganglion spiral et organe de
Corti en coupe. Les neurones a basse (vert) et moyenne (bleu) activité spontanée
traversent préférentiellement le ganglion spiral du coté rampe vestibulaire alors que les
neurones a haute activité spontanée (rouge) sont uniformément distribués dans le
ganglion spiral (Kawase and Liberman 1992; Tsuji and Liberman 1997). C. Innervation de
la cellule ciliée interne. La synapse d'un neurone a basse activité spontanée (gros
batonnet synaptique et faible densité de récepteurs post-synaptiques) innerve
préférentiellement la CCl c6té modiolus. La synapse d'un neurone a haute activité
spontanée (petit batonnet synaptique et importante densité de récepteurs post-
synaptiques) innerve préférentiellement la CCI coté pilier (Liberman 1982; Merchan-Perez
and Liberman 1996; Liberman, Wang et al. 2011).
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moyenne ont un seuil compris entre 10 et 20 dB SPL, et les neurones a haute

activité spontanée ont un seuil proche de 0 dB SPL.

2.2 Neurones auditifs primaires

Les neurones auditifs primaires sont composés d’'un corps cellulaire, d’un
axone central qui s’étend du corps cellulaire aux noyaux cochléaires et d’'un axone
périphérique qui innerve une cellule ciliée interne. Le corps cellulaire est localisé
dans le ganglion spiral (Figure 9-A). Les axones centraux convergent vers le
modiolus pour former le nerf auditif. Les neurones issus de l'apex sont en
conséquence positionnés au centre du nerf alors que les neurones issus de la base

sont distribués en périphérie du nerf. Les neurones qui innervent la base de la

canal modiolus

cochléaire

apex
habenula
perforata - |

{ | . 200 uym
ame spirale osseuse -

boutor? 1 L
synaptique

base

axone périphérique axone central

Figure 10, Morphologie des neurones auditifs primaires. Représentation schématique
d'un neurone de I'apex (en haut, longueur ~7 mm) et d’'un neurone de la base (en bas,
longueur ~4 mm). La lame spirale osseuse (irait noir épais) sépare le modiolus du canal
cochléaire. Les neurones du ganglion spiral rejoignent le canal cochléaire par I'habenula
perforata. Le cytoplasme des neurones est en bleu, la myéline est en jaune. Les cellules
de Schwann les plus courtes entourent I'axone périphériques et mesurent 150 um. Les
cellules de Schwann les plus longues entourent I'axone central et mesurent 500 um.
L'aire des corps cellulaires est de 350 um? a l'apex et de 250 ym? a la base. Les corps
cellulaires ont un rapport de diamétres de 0.6 a I'apex et de 0.8 a la base. L'axone
périphériques a un diameétre de l'ordre de 0.5 um, celui de I'axone central est de compris
entre 1.5 a 2 ym (Liberman and Oliver 1984).
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cochlée et qui codent les fréquences aigués sont plus courts (~4 mm) que les
neurones qui innervent 'apex (~8 mm, Figure 10). C’est la raison pour laquelle les
corps cellulaires des neurones de l'apex sont plus volumineux (section longitudinale
~ 350 pm?) et plus allongés (grand axe / petit axe ~ 0.8) que les neurones de la base
(section longitudinale ~ 250 pm?; grand axe / petit axe ~ 0.6) (Liberman and Oliver
1984).

L’axone périphérique se distingue de I'axone central par sa longueur (10 a 20
fois plus courte, (Liberman and Oliver 1984) et son plus petit diamétre (rapport des
diamétres central/périphérie de l'ordre de 4 (Kiang, Rho et al. 1982; Liberman and
Oliver 1984)). L’axone central et le corps cellulaire sont intégralement myélinisés,
contrairement a I'axone périphérique qui est myélinisé uniquement du corps cellulaire
a I'’habenula perforata. Des mesures acquises chez le chat ont montré que I'axone
périphérique compte 3 segments myélinisés de 150 a 200 uym l'unité contre 7 a 12
segments myélinisés de 300 a 400 um l'unité (Figure 10). Les segments myélinisés
sont séparés par un nceud de Ranvier d’'un micromeétre de longueur et caractérisé
par un rétrécissement du diameétre du neurone (Liberman and Oliver 1984). Les
nceuds de Ranvier qui bordent le corps cellulaire sont plus longs et peuvent atteindre
une dizaine de micrometres de longueur. Le site d'initiation des potentiels d’action
des neurones auditifs primaires est localisé dans la terminaison périphérique a
proximité de I'habenula perforata (Siegel 1992; Hossain, Antic et al. 2005;
Rutherford, Chapochnikov et al. 2012).

Chaque neurone auditif primaire innerve une cellule ciliée au moyen d'une
unique synapse a batonnet (Liberman, Sciences, 1982). Il a été montré que les
cactérisitiques morphologiques de la synapse dépendaient de l'activité spontanée du

neurone. Un neurone a basse activité spontanée sera caractérisé par : i) un batonnet
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pré-synaptique de taille supérieure a la moyenne, ii) une faible densité de récepteurs
post-synaptiques, iii) une synapse localisée cbdté modiolus, iv) un petit diamétre
axonal (Figure 9-C). Un neurone a haute activité spontanée sera caractérisé par : i)
un batonnet pré-synaptique de taille inférieure a la moyenne, ii) une forte densité de
récepteurs post-synaptiques, iii) une synapse localisée cété pilier, iv) un plus gros
diamétre axonal (Liberman 1982; Merchan-Perez and Liberman 1996; Grant, Yi et al.
2010; Liberman, Wang et al. 2011). Ce gradient pilier/modiolus est maintenu jusqu’au
ganglion spiral (Figure 9-B). Les corps cellulaires des neurones a basse et moyenne
activité spontanée sont localisés du c6té de la rampe vestibulaire alors que les
neurones a haute activité spontanée sont uniformement distribués dans le ganglion

spiral (Kawase and Liberman 1992; Tsuiji and Liberman 1997).

2.3 Conductances dépendantes du voltage

L’émission de potentiels d’action, qui véhiculent I'informations sonore le long
des neurones auditifs primaires, est tributaire des courants glutamatergiques situés
au bouton terminal et des courants sensibles au potentiel, distribués aux nceuds de

Ranvier.

2.3.1 Conductances glutamatergiques

L’enregistrement du bouton terminal des neurones du nerf auditif a montré
que les courants excitateurs post-synaptiques correspondent a [l'activation de
récepteurs au glutamate de type AMPA (Glowatzki and Fuchs 2002). En accord avec
ces résultats, I'application de bloqueurs des récepteurs AMPA directement dans la
cochlée diminue l'activité spontanée et évoquée des neurones auditifs primaires
(Ruel, Chen et al. 1999; Ruel, Nouvian et al. 2001). Il est intéressant de noter que
'amplitude des courants excitateurs post-synaptiques varie fortement (facteur 20) au

sein d’un méme neurone mais que les cinétiques d’activation restent conservées.
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Ces résultats suggérent que les courants excitateurs post-synaptiques traduisent une

libération multi vésiculaire du glutamate des cellules ciliées internes.

2.3.2 Conductances sodiques

Le corps cellulaire des neurones auditifs primaires se caractérise par un
courant sodique rapide, sensible a la tetrodotoxine (TTX, Table 2) et dont I'activation
se situe entre -60 mV et -50 mV. Les cinétiques de ces courants sont rapides : en
réponse a un saut de potentiel de -80 a -10 mV, le courant sodique atteint sa valeur
maximale aprés 0,3 ms et s’inactive en 1 ms. La récupération post-inactivation est
également rapide avec une constante de temps de l'ordre de la milliseconde. Les
canaux sodiques sont essentiels au déclenchement des potentiels d’action (neurone
de gerbilles néonatales en culture (Lin 1997), neurone de jeunes rat en culture
(Moore, Hall et al. 1996), corps cellulaire fraichement isolés de cochon d’Indes

adultes (Santos-Sacchi 1993)).

2.3.3 Conductances potassiques

Les neurones auditifs primaires expriment de multiples courants potassiques.
L’utilisation de TTX a permis d’isoler des courants sortants, sensibles au TEA (Table
2), qui ne s’inactivent pas. L'utilisation d’outil pharmacologique a montré I'expression
de trois conductances potassiques : i) une composante a bas seuil, qui s’inactive peu
(Ik, ~-60 mV), ii) une composante a haut seuil, qui s’inactive peu (Iky, ~-40 mV), ii)
une composante a bas seuil, caractérisée par une forte inactivation (Ixa, ~-60 mV ).
La composante potassique activée a bas seuil contréle le potentiel de repos tandis
que la composante activée a haut seuil permettrait la repolarisation rapide aprés
déclenchement du potentiel d’action sans affecter le potentiel de repos. Les
conductances potassiques (de type lka) seraient impliquées dans l'adaptation en

amplitude de la décharge de potentiels d’action lorsque la cadence de stimulation
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augmente (cadence >50 pulses/sec, durée du pulse = 10 ms) (neurone de gerbilles
néonatales en culture (Lin 1997), neurone de jeunes rat en culture (Moore, Hall et al.
1996), corps cellulaire fraichement isolés de cochon d’Indes adultes (Santos-Sacchi
1993) (Szabo, Harasztosi et al. 2002), souris jeune (Mo and Davis 1997; Mo and

Davis 1997; Adamson, Reid et al. 2002; Mo, Adamson et al. 2002)).

2.3.4 Conductances activées par I'’hyperpolarisation

Le soma des neurones auditifs primaires expriment un courant de large
amplitude (de 2 a 4 nA) et qui ne s’inactive pas en réponse a des sauts de potentiel
hyperpolarisant (constante de temps d’activation de l'ordre de 1 sec). La sensibilité
de ce courant au césium et sa résistance au baryum suggére que ce courant est de
type Iy. L'analyse du décours temporel des courants a l'aide de modeles
d’ajustement mono ou double exponentielles a montré la présence de deux
composantes |y, une composante rapide (> 100-200 ms) et une composante lente
(> 1-2 sec) (corps cellulaire fraichement isolés de cochon d’Indes adultes (Chen
1997; Szabo, Harasztosi et al. 2002)). En accord avec ces résultats, les sauts de
potentiels hyperpolarisants évoquent un courant de type |, a deux composantes dans

le bouton terminal des neurones auditifs primaires (Yi, Roux et al. 2010).
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Table 2. Sélectivité des bloqueurs des conductances ioniques. Courants |y, : sodique,
lk. : potassique a bas seuil, Iky : potassique a haut seuil, Ika : potassique inactivé, |, :
cationique activé par hyperpolarisation, lx; : potassique entrants rectifiants. Pharmacologie,
TTX : tetrodotoxine, TEA : tétraéthylammonium, 4AP : 4-aminopyridine, DTX : dendrotoxine,

Cs : césium, Ba : baryum. Efficacité du bloqueur : faible, moyenne, forte.

TTX TEA 4AP DTX Cs Ba
Ina forte
Iy forte faible
I moyenne faible forte
Ixa faible forte
I, forte
Icir forte

2.3.5 Conductances calciques

L’utilisation d’outils pharmacologiques a permis d’isoler des courants sensibles

au potentiel dont 'amplitude augmente avec la concentration calcique extracellulaire.

Ces courants calciques, de type L, s’activent pour des potentiels supérieurs a -50 mV

et leur courbe I-V atteint sa valeur maximale a -10 mV. Ces canaux pourraient étre

impliqués, comme les canaux sodiques, dans le déclenchement du PA et entrainer

lactivation d’éventuels canaux potassiques dépendants du potentiel de type BK ou

SK (canaux sensible au calcium) (corps cellulaire fraichement isolés de cochon

d’Indes adultes (Hisashi, Nakagawa et al. 1995)).

Les propriétés de ces conductances en fonction de I'animal, de son age, de la

localisation des canaux ioniques et de la préparation sont résumées dans la Table 3.
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Table 3. Caractéristiques des conductances des neurones de la voie auditive.
Légende : local, localisation ; cond : conductances étudiées ; act: potentiel d'activation ;
inact : potentiel d’inactivation ; bloc : bloqueurs pharmacologiques utilisés pour les autres
conductances présentes ; B/A ; base / apex; NC: noyau cochléaire ; X : non précisé ; h
activé par hyperpolarisation ; P : post natal

espéce age local préparation | cond nature act Cinétique bloc
cochon | adulte X aigu Na X > -50 <1 ms (act) TTX
dindes mécanique > -60 <3 ms (inact)

K X > -50 <1.5 TEA
cochon | adulte X aigu h X <80 < 100 ms (fast) Cs
dindes mécanique <1 sec (slow)
cochon | adulte X aigu Ca L > -50 X La Flu
d’'indes enzyme
cochon | adulte X aigu KH Kv3.1 > -50 X TEA
d’indes enzyme 4AP

KL X > 60 X DTX

TEA
4AP
KA X X 4AP
TEA
h <-80 X Cs
rat PO-P3 X culture Na > -50 X (act) TTX
> -60 X (inact)

K X > -40 X TEA
gerbille | PO-P1 X culture Na X > -60 X TTX

K X > -60 X Cs (in)

murin X X culture X <-78 X Cs
>-122
souris P1-P6 X culture K X X X X
souris P3-P8 X culture KL Kv1.1 > -80 X o-DTX
KH X >-20 X DTX
souris P3-P8 B/A culture KH | Kv3.1 (b>a) X X X
KL | Kv1.1 (b>a) X X X
KA | Kv4.1 (b>a) X X X
BK Kca (a>b) X X X
rat P2-P6 X tranche KA Kv3.4 > -50 X (act) 4AP
Kv4 >-100 | > 100 ms (inact) TEA
Cochon | adulte NC Aigu KH Kv3.1 >-10 <3
dindes enzyme | KL Kv1.1 > -30 <10
Kv1.2
KA Kv1 > -50 <30 4AP
Kv3 DTX
Kv4 T#R




2.4 Modélisation mathématique et identification

Un modele mathématique de neurone vise a décrire son activité
électrophysiologique grace a un formalisme mathématique. Il existe de nombreux
modéles classés selon le type d’'activité visée : activité d’'un réseau de plusieurs
milliers de neurones, d’un réseau de quelques centaines de cellules ou d’'un seul
neurone. A noter que plus le modéle est complexe plus les ressources calculatoires
nécessaires sont importantes et plus le temps de calcul augmentera. La
complexification du formalisme entraine également des problémes d’'ajustement du
modéle avec 'augmentation des paramétres et la non-linéarité des équations.

Le modeéle de neurone le plus simple proposé par Mc Culloch & Pitts en 1945
décrit le comportement « tout ou rien » du neurone. Quand la somme pondérée des
entrées dépasse le seuil, la sortie du modeéle vaut 1 sinon elle vaut 0 (McCulloch and
Pitts 1990). Un autre modele se rapproche de la physiologie du neurone grace a un
condensateur représentant la capacité membranaire, le modéle Integrate and Fire
(Lapicque 2007). Ces deux modeéles sont trés utilisés aujourd’hui lorsque les colts
informatiques doivent étre faibles, dans les grands réseaux de neurones par exemple
(Casti, Omurtag et al. 2002; Rangan and Cai 2007).

Une révolution a eu lieu dans l'histoire de I'électrophysiologie et de la
modélisation des neurones lors de la publication des travaux d’Hodgkin et Huxley
(Hodgkin and Huxley 1952). Utilisant la technique du voltage-clamp, ils ont mis en
évidence la contribution de différents canaux ioniques dépendants du potentiel dans
le déclenchement du potentiel d’action. Ce travail leur valut le prix Nobel de
Physiologie et de Médecine en 1963. Méme si I'enregistrement unitaire de l'activité
d’'un canal a montré que le modele mathématique d’Hodgkin-Huxley est incomplet du

fait de la dimension stochastique de I'ouverture et de la fermeture d’'un canal ionique,
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ce modeéle devient trés fiable lorsque le nombre de canaux augmente dans le
neurone (n > 500 selon (Clay and DeFelice 1983)).

Apres la publication des résultats d’Hodgkin et Huxley, il y eut deux tendances
dans la course a la modélisation. Un premier groupe de scientifiques s’attachait a
poursuivre la tdche d’Hodgkin et Huxley dans leur souci de crédibilité physiologique.
Cette communauté a notamment modélisé le comportement stochastique d’ouverture
et de fermeture des canaux ioniques, en proposant des modéles markoviens (Clay
and DeFelice 1983). Un deuxiéme courant préférait la voie du compromis en
proposant des versions simplifiées du modele initial de Hodgkin et Huxley par
linéarisation des équations différentielles (Krinskii and Kokoz lu 1973) ou des

modeles purement théoriques dits « comportementaux », qui reproduisent fidélement

5 \‘p integrate and fire adaptation

. \\\ quadratic integrate and fire

\
\

10 \
integrate and fire or burst

% ® Fitzhugh-Nagumo
154 resonate and fire

plausibilité biologique (Nb de fonctions)

N Morris-Lecar @
o \‘\--». Hindmarsh-Rose Wlsan
_______________________ ( X ]
25 I I l
; =0 100 190

co(t informatique (Nb d'opérations élémentaires)

Figure 11, Classification des modéles de neurones selon le compromis crédibilité
physiologique / rapidité de temps de calculs. La crédibilit¢ physiologique a été
calculée selon le nombre de caractéristiques sur 22 caractéristiques de référence que le
modéle est capable de reproduire. Les modéles Integrate and Fire et d’Hodgkin-Huxley se
situent aux extrémes (le modéle integrate and fire vérifie 3 propriétés sur 22 alors que le
modele d’Hodgkin-Huxley les vérifie toutes). Le modéle comportemental d'lzhikevich offre
le meilleur compromis (Izhikevich 2004).
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le comportement du neurone sans attacher d’'importance aux phénoménes qui en
sont a l'origine (Fitzhugh 1962). Ces modéles qui offrent des temps de calculs plus
raisonnables sont destinés a la modélisation de grands réseaux de neurones

(Izhikevich and Edelman 2008).

2.4.1 Modele de neurone
Un modeéle de neurone est choisi en fonction du degré d’ajustement des
données qu'il doit reproduire. Une bréve revue de la littérature des grandes familles

de modéles de neurone est présentée dans cette section.

2.4.1.1 Modéles de neurone représentatifs

Dans cette partie, trois modéles mathématiques de neurones sont présentés :
le modeéle Leaky Integrate and Fire (Gerstner 2006), le modéle d’lzhikevich
(Izhikevich 2004), et le modéle d’Hodgkin-Huxley.

Le Leaky Integrate and Fire est une ébauche de modeéle physiologique au vu
des éléments électroniques le composant: un condensateur représentant
accumulation de charges de part et d’autre de la membrane et une résistance qui
décrit l'activité des canaux de fuite (Gerstner 2006). D’autres modeles, dérivés de
celui-ci, ont été proposés pour pallier son extréme simplicité. On peut citer le
Resonate and Fire ou le Quadratic Integrate and Fire (Gerstner 2006). Toutes les
versions de ce modeéle peuvent étre stimulées par un courant extérieur ou par une
entrée physiologique de type courant post-synaptique. Voici le formalisme

mathématique du modéle Leaky Integrate and Fire

dv, V
(1) Cd_;n:?m+lext(t)

if Vi >30mV, V, =0mlV
ou V,, est le potentiel de membrane, R la résistance de fuite, C la capacité

membranaire et I,,; le courant extérieur (de stimulation ou synaptique). C'est un
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intégrateur a fuite, lorsque le potentiel de membrane atteint un seuil fixé a 30 mV, il
est réinitialisé a 0 mV et le processus se poursuit. Ce modéle a deux paramétre (R et
C) est simple et permet de simuler de trés grands réseaux neuronaux comme par
exemple une colonne corticale de cortex visuel (Casti, Omurtag et al. 2002; Rangan
and Cai 2007). L’inconvénient de ce modele est qu’il ne permet pas de modéliser la
forme du potentiel d’action, il ne génére que les instants d'occurrence. Les
parametres de ce modéle sont généralement identifiés empiriquement.

Le modéle d’Izhikevich est le modéle comportemental qui reproduit le plus de
caractéristiques des neurones excitables (lzhikevich 2003). Voici son formalisme

mathématique :

v, ,
{— = 0.04V,,% + 5V, + 140 — u + L (£)

dt
du
(2) it _
7 a(bV,, —u)
. VeC
lfVm>30mV,{u(_u+d

ou V;, représente le potentiel de membrane et u est une variable de récupération qui
tient compte de l'activation des canaux potassiques et de l'inactivation des canaux
sodiques et qui fait un retour négatif sur V,,. Le paramétre a est I'échelle de temps de
la variable de récupération, b est la sensibilité de la variable de récupération aux
fluctuations du potentiel de membrane, ¢ est la valeur de réinitialisation du potentiel
de membrane et d la réinitialisation de la variable de récupération. Dans ce modeéle,
le courant est également intégré au cours du temps. Lorsque le potentiel de
membrane atteint le seuil fixé a 30 mV, le modéle est réinitialisé. Ce modéle qui
comporte deux équations différentielles et quatre parameétres est plus couteux que le
Leaky Integrate and Fire mais offre un comportement beaucoup plus réaliste
(résonateur, intégrateur, rebond, excitabilité de classe 1, de classe 2, adaptations,

bistabilité (Izhikevich 2004). Ce modéle est utilisé pour modéliser de grands réseaux
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de neurones comme ceux impliqués dans la maladie de Parkinson (Modolo,
Mosekilde et al. 2007). Le choix des parameétres de ce modéle est parfois plus délicat
que pour le Leaky Integrate and Fire modéle. Il peut se faire de fagon empirique ou

objective d’aprés des données expérimentale.

A la différence des modeéles précédents, le formalisme d’Hodgkin-Huxley
s’inscrit dans une modélisation biophysique a I'échelle des populations de canaux
ioniques. Il est basé sur 'hypothése d’'indépendance des canaux. C'est-a-dire que les
parameétres des conductances dépendantes du potentiel propres a chaque courant
ionique sont indépendants. Ce modéle classiquement représenté sous la forme d’un
circuit électrique a 4 branches paralléles (voir Figure 12) modélise le comportement
capacitif et résistif d'une membrane dotée de canaux ioniques Na*t et K* dépendants

du voltage. Voici le formalisme mathématique du modele

dv,
- C—7 = Gnam*h(p = Ena) + Gxn' (V= Eic) + GV = E) + Lexe
3
dx
Ezax(vm)(l_x)_Bx x=mlh)n

La capacité membranaire est modélisée par un condensateur de
capacitance €, la conductance de fuite par une branche comprenant une
conductance fixe G; et un générateur de tension continue E; représentant le potentiel
de renversement des canaux de fuite. Les conductances ioniques gy, = Gyom>h et
gk = Ggn* sont modélisées par une branche comprenant une conductance variable,
dépendante du potentiel de membrane, et des générateurs de tension continue Ey,
et Ex représentant le potentiel de Nernst du sodium et du potassium. I.,; est le
courant extérieur, il peut étre de type courant post-synaptique ou de type stimulation

électrique (échelon, biphasique, triphasique).
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Initialement proposé par Hodgkin et Huxley avec deux courants ioniques I, et
Ix, ce formalisme peut étre étendu a d’autres classes de neurones comportant divers
types de courants ioniques (courants hyperpolarisants, courants calciques, courants
potassiques dépendants de calcium). Il est utilisé pour modéliser des neurones a
I'échelle cellulaire. Un modéle de Hodgkin-Huxley simple est décrit par un systéme
de 4 équations différentielles et compte 27 parameétres (Gerstner 2006). Le réglage
empirique des parameétres devient alors trés laborieux et I'utilisation d’'un algorithme
d’identification des paramétres a partir de données expérimentales s’'impose.

Le choix du modéle de neurone dépend de la nature des données
expérimentales a modéliser. Pour simuler un taux de potentiels d’action, un modéle
comportemental est suffisant alors que pour reproduire I'activité unitaire d’un canal

ionique, un modeéle stochastique d’ouverture/fermeture d’'une protéine est plus

ext I
ext

_A ) extérieur
v b/ Na (145 mM)

intérieur /L/& ’ ; / C
Na (5-15 mM 5

omi X 1/ // -

al
5;3 potentiels d'équilibre
' g E o = 60mV E, E e

E,=-65mV

=

Figure 12, Schéma d’'une cellule excitable et modéle d’Hodgkin-Huxley
correspondant. Schéma anatomique et électrique d’'une cellule excitable. Canaux
sodiques, potassiques et de fuite en orange, vert et bleu, respectivement. Les potentiels
d’'équilibre Ey,, Ex et E; (dOs aux différences de concentrations extra / intracellulaires
exprimées en mM) sont modélisés par des générateurs de tension continue. Les canaux
ioniques dépendants ou non du potentiel par des conductances variables ou non. Le
comportement capacitif de la membrane est modélisé par un condensateur C. I,
représente le courants extérieur, post-synaptique ou stimulation électrique.
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approprié. Si les données sont des courants ioniques issus d’expériences de patch-
clamp dans des configurations potentiel ou courant imposé en cellule entiére, le

modéle d’Hodgkin-Huxley est le plus adapté.

2.4.1.2 Généralisation du formalisme d’Hodgkin-Huxley
Le modéle d’Hodgkin-Huxley (développé sur I'axone géant de calmar) peut
étre facilement étendu a des neurones qui expriment divers courants ioniques.

L’équation du modéle devient alors

av,
(4) Cd_;nz _Elion + Loyt

ou C est la capacité membranaire, 1}, le potentiel de membrane, I;,,, les courants

ioniques, I,,; le courant extérieur.

2.4.1.2.1 Modeles de courants ioniques dépendants du
potentiel

Le courant ionique I;,, (équation 4) passant a travers une population de
canaux ioniques est de la forme :
(5) Lion = Giona?b?(Viy — Ejon)
ou G;,, est la conductance maximale (i.e. la conductance lorsque tous les canaux
sont ouverts), a la variable d’activation (proportion de canaux activés), b la variable
d’inactivation (proportion de canaux inactivés), E;,, est le potentiel de Nernst de l'ion
considéré et 1, le potentiel de membrane de la cellule.

Les variations de a et b (équation 5) en fonction du temps et du potentiel de
membrane sont régies par les équations différentielles suivantes :

dx
(6) E=ax(1—x)—,8xx;x=a,b

ou a, et B8, sont les taux d'ouverture et de fermeture de la variable d’(in)activation x.

Cette équation établie simplement que les portes d’activation qui sont fermées
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(1 —x), s'ouvrent avec au taux a,, et que les portes d’activation qui sont ouvertes x,
se ferment avec un taux pB,. Par un simple changement de variable
Xeo = y/(ay, + By) et 1, = 1/(a, + B,), 'équation 6 devient :

dx xo —Xx
dt 1,

(7)

;x = a,b

ou x, est la valeur asymptotique de la variable d’(in)activation et z,, est la constante
de temps de I'équation. La solution de I'équation 7, en réponse a un échelon de
tension appliqué a t = 0, est

t
(8) X = Xoo — (X — Xg)eXp (—T—) i x = a,b

X

avec x, la valeur de la variable x avant le saut de tension et x, la valeur
asymptotique de la variable quand t >> t,.. Par substitution de la valeur de a et b

dans I'équation (5), on obtient les variations temporelles du courant ionique

p
t
Lion = Gion (aoo - (aoo - ao)exp (_ _)) X
Ta

(bm ~ (b — bo)ep - }))q (Vo = Eion)

b
Cette équation constitue la base du travail d’identification, elle permet la
reconstruction des courants ioniques quelles que soient leurs caractéristiques
(nombres de portes d’activation, inactivés ou non, entrants ou sortants) et leurs

protocoles de stimulation ou leurs méthode d’identification.

2.4.1.2.2 Modeles des courbes caractéristiques
Si Gion, Eion €t les 4 fonctions dépendantes du voltage a(V;,,), b(V;,), 1. (V) €t
(V) sont connues, la forme du courant I;,, est parfaitement déterminée. A
linverse, si I'expérimentateur dispose des courants I;,,, mesurés par la technique du
patch-clamp en configuration potentiel imposé, il peut en utilisant un algorithme
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Figure 13, Influence des paramétres du modéle sur la forme de I’activation et de
I'inactivation. AV, ; varie de -50 (en vert) a -30 mV (en orange), k est fixé a -3 mV B V5
est fixé a -50 mV, k varie de -3 (en vert) a -11 mV (en orange) C V, ¢ varie de -50 mV (en
vert) a -30 (en orange) k est fixé a 3 mV D Vs est fixé a -50 mV, k varie de 3 mV (en
vert) a 11 (en orange).

d’'ajustement, identifier G;,,, Ei,n €t les parametres des 4 fonctions a(V},),
b(V,),t,(V;,,) et t,(V,,) . Cette procédure d’identification est capitale en modélisation
et repose sur i) le choix a priori du modeéle des courbes caractéristiques utilisées pour
décrire I'évolution des variables a, b,7, et 7, en fonction du potentiel de membrane

Vi, i) le choix de I'algorithme d’identification.

Modeéles d’activation et d’inactivation
Les courbes caractéristiques d’activation et inactivation sont généralement

modélisées par une fonction sigmoide a deux paramétres :

(10) X = (1 + exp ((—(Vm — VO_S))/k))_l,x =a,b

avec 1/, s est le potential de demi-(in)activation c'est-a-dire le potentiel qui correspond
a x, = 0.5 et k est le facteur de pente qui détermine la raideur de la sigmoide.

L’influence de ces paramétres sur la courbe est illustrée dans la Figure 13.
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Modéles de cinétique
Les courbes caractéristiques des cinétiques d’activation et inactivation sont
généralement modélisées par une courbe en cloche symétrique ou pas. Le modéle le
plus simple de courbe symétrique est celui proposé par (Izhikevich 2003). Il s’agit
d’'une gaussienne a 4 paramétres
(11) Tx = Cpase + CampeXP(—(Vax — Vin)?/0%)
ou V.. est le potentiel pour lequel la constante de temps est maximale, o détermine

la largeur de la courbe, Cypy, fixe 'amplitude et Cp 45, fixe la valeur de la composante

continue.
A B9c kM2=25 30 35 40 45 B 3V (mV)= 25 30 35 40 45
B 2] B 2] —
E f € /
<1 1
0_| T T 1 O_l T T 1
120 -80  -40 0 1120 -80  -40 0
V_(mv) V_(mv)
C 31c k=25 30 35 40 45 D 3V mv)= 25 30 35 40 45
@ 2- w21 2
E E
l_)><']- 2 § l_)><1- )
0_ :”’“ T T 1 0_| T T 1
120 80  -40 0 120 80 -40 0
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Figure 14, Influence des paramétres du modéle sur la forme de la cinétique. Pour
tous ces graphes C, = C; = 25 (kHz),V; =V, = 25 mV, SF = 100, M = 0.1 sauf pour le
paramétre testé dont la valeur est indiquée en haut. La couleur de tracé des courbes
correspond a la valeur affichée du paramétre variable.
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Un modéle asymétrique plus élaboré a deux composantes exponentielles et 6
parametres (Mathews, Jercog et al. 2010) est aussi utilisé, notamment dans des
modéles de neurones de la voie auditive (Rothman and Manis 2003; Rothman and

Manis 2003; Rothman and Manis 2003; McGinley, Liberman et al. 2012).
-1
(12) T, = M + SF. (Caexp((Vm +60)/Vy) + Cgexp(—(Vm + 60) /Vﬁ))

ou M est une composante continue et SF est un facteur d’échelle. Pour chaque
composante exponentielle C, et Cz déterminent I'amplitude et 1, et V; la raideur
(Figure 14). Ce modéle est plus riche car il compte 6 paramétres au lieu de 4 pour le
modéle symétrique mais est aussi plus délicat a identifier sur des données
expérimentales notamment lorsque le potentiel se situe au dessous du potentiel de
repos. |l faut aussi noter que le modele symétrique est un cas particulier du modéle
asymeétrique lorsque C, = Cp et V, = V. Le modele a 6 paramétres est celui qui a été

retenu dans cette étude.

2.4.2 Méthode d’identification des parametres

Les méthodes d’identifications ont pour but d’estimer la valeur des parameétres
des courbes caractéristiques (courbes d’(in)activation et cinétiques d’(in)activation) et
la valeur des conductances maximales. Elles sont appliqguées a des courants isolés
pharmacologiquement (Table 2) et évoqués par des échelons de tensions. Ces
méthodes se divisent en 2 groupes. La premiére approche consiste a identifier les
paramétres séparément ce qui vaut a cette approche d’étre appelée la « méthode
disjointe». La seconde approche identifie les courbes d’(in)activation et les cinétiques
d’(in)activation conjointement en respect de I'équation 9. Cette approche est appelée

« méthode trace entiere».
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2.4.2.1 Méthode disjointe

Cette méthode s’applique aux courants obtenus en réponse a deux protocoles
standards de potentiels imposés (Figure 15). Le premier protocole consiste en une
hyperpolarisation de la cellule appelée potentiel de maintien, suivie d’'un échelon de
potentiel d’amplitude graduellement croissante imposé a la cellule pour parcourir la
plage de variation des courbes caractéristiques, et d’un retour du potentiel imposé a
sa valeur de départ (Figure 15-B). Le potentiel de maintien est généralement choisi
suffisamment bas pour que toutes les variables d’inactivation soient égales a 1
(hy = 1), et que toutes les variables d’activation soient nulles (i, = 0). La durée du
potentiel de maintien est suffisamment longue pour permetire aux variables
d’'activation d’atteindre leur régime permanent. La cellule est alors bloquée au
potentiel d’échelon jusqu’a ce que sa réponse atteigne un équilibre.

Le second protocole consiste a imposer un potentiel de maintien variable suivi
d’'un potentiel échelon suffisamment haut pour que toutes les variables d’activation
soient maximales (m., = 1), et que toutes les variables d’inactivation soient nulles
(heo = 0). Le premier protocole permet de déterminer la courbe d’activation et les
cinétiques d’activation et d’inactivation, le second protocole permet d'identifier les

parametres de la courbe d’inactivation (Figure 15-C).

2.4.2.1.1 Courbe d’activation et conductance maximale
Les courants obtenus avec le premier protocole de potentiels imposés sont
divisés par le facteur (V,, — E;,,,) pour obtenir les conductances. Ensuite, le pic de
ces conductances g,eqx(V), est considéré comme étant le produit de la conductance
maximale G;,, avec la valeur asymptotique de la variable d’activation m, (V,,)?. Une

courbe de Boltzmann est utilisée comme une approximation de la courbe d’activation
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Figure 15, Protocoles permettant I'identification des paramétres des courants
ioniques. A. Courbes d’activation en bleu, d’inactivation en orange, les ligne vertes et
rouges représentent les potentiels tests nécessaires a l'identification des valeurs de ces
courbes. B. Protocole d’inactivation, le potentiel de maintien (en vert) parcoure la plage
d’inactivation, le potentiel échelon est fixé a une valeur PE pour laquelle I'activation est
égale a 1 et I'inactivation a 0. C Protocole d’activation, le potentiel de maintien PM est fixé
a une valeur pour laquelle I'activation est égale a 0 et l'inactivation a 1, le potentiel

échelon (en rouge) parcoure la plage d’activation.

et les pics de conductances sont exprimés en fonction du potentiel de dépolarisation

et ajustés avec I'équation suivante

(13) gpeak(V) = Gion(l + exp(Vm - VO.S)/k)_p

ol Gj,,, est la conductance maximale et V;, : et k sont le potentiel de demie activation

et la pente de la courbe d’activation.
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2.4.2.1.2 Courbe d’inactivation

Les courants obtenus avec le deuxiéme protocole sont alors analysés pour
obtenir la courbe d’inactivation. Dés lors que le potentiel échelon est le méme pour
chacun des courants obtenus, le facteur (V,, — E;,,,) est le méme pour tous les
courants, donc comme seules les tailles relatives des courants sont importantes, il
n’est pas nécessaire de diviser les courants pour obtenir les conductances. Le pic de
chaque courant est mesuré puis divisé par le pic maximal mesuré (qui est celui
suscité par le potentiel de maintien le plus hyperpolarisé). L’amplitude des pics
normalisés est exprimée en fonction du potentiel de maintien puis ajustés avec la

courbe de Boltzmann suivante

(14) Ipeak(V)/max(Ipeak) =1+ exp(Vm - VO.S)/k
ou V,s et k sont le potentiel de demie inactivation et la pente de la courbe

d’inactivation.

2.4.2.1.3 Constantes de temps

Les cinétiques d’activation et d’inactivation sont déterminées a partir des
courants obtenus suite a I'application du premier protocole de potentiel imposé. Les
données obtenues a partir du deuxieme protocole peuvent étre utilisées mais sur la
valeur unique de I'échelon de potentiel imposé. Pour les courants inactivés (courant
sodique, calcique, ou potassique inactivé par exemple), la courbe est séparée en
deux parties, de part et d’autre du pic. Les valeurs les plus proches du pic peuvent
ne pas étre prises en compte. Si le temps de montée de la conductance n’est pas
trop rapide (voir contamination partie suivante) la partie montante de la courbe est

ajustée avec I'équation suivante

(15) Gion(1 — exp(—t/Ty))"
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ou 1, (temps de montée) est la constante de temps d’activation. La partie
descendante de la courbe est ajustée par une fonction de la forme

(16) Gionexp(—t/7y4)

ou 7, (temps de descente) est la constante de temps d’inactivation.

Pour les courants non-inactivés (courants |, ou potassiques rectifiés retardés par
exemple), la procédure est plus simple. Le courant est simplement ajusté par

'équation 15.

2.4.2.2  Points faibles de la méthode disjointe

La méthode disjointe bien qu’efficace dans le cas des courants non-inactivés
(courants Iy ou potassiques rectifiés retardés par exemple), présente de nombreux
inconvénients dans le cas des courants inactivés (courants sodiques, calciques ou
potassiques inactivés par exemple). Pour ces courants, la conductance maximale
déduite de la valeur du pic est systématiquement sous-estimée (Willms, Baro et al.
1999). Cette sous-estimation est d’autant plus grande que le rapport de constantes
de temps sera petit: pour t;/1, =100, l'erreur est de lordre de 5%, pour
Tq4/Tm = 25 (une situation courante dans le cas des courants sodiques) l'erreur
dépasse 20% (illustration Figure 16).

Par voie de conséquence, I'estimation de la courbe d’activation qui repose sur
I'estimation de la conductance maximale sera également entachée d’une erreur. La
méthode disjointe peut aussi conduire a une erreur d’estimation importante de la
courbe d’inactivation lorsque les durées du potentiel de maintien et du potentiel
échelon ne sont pas assez longues pour annuler respectivement la variable
d’activation initiale (m,) et la valeur d’inactivation asymptotique (h).

L’estimation de la cinétique d’activation (t,,) pour des courants rapidement

inactivés est souvent délicate en raison de la présence d’'une contamination des
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premiéres millisecondes d’enregistrement due a la boucle électronique de
compensation des courants capacitifs et des courants de fuite par le logiciel du poste
de patch-clamp. Cette contamination géne terriblement I'identification de (z,,,) a l'aide
du modele d’'ajustement (Equation 15) surtout lorsque (z,,) est du méme l'ordre de
grandeur que la durée de la contamination.

L’estimation de cinétique d'inactivation (z;) est peut affectée par la
contamination dans la mesure ou cette estimation se fait dans la phase d’inactivation
du courant. En revanche, la difficulté pratique rencontrée par les expérimentateurs
réside dans le choix de la fenétre temporelle sur laquelle le modeéle d’ajustement
(équation 18) doit étre appliqué. Le choix de cette fenétre peut modifier la valeur de

(t4) de quelques dixiemes de ms (Willms, Baro et al. 1999).

conductance maximale réelle

50
G. =50nS
jon
o (tlt N3
401 activation Gion(1—e m’)
n . .
£ | dege————— conductance maximale au pic
[} 30'
o Gion =32nS
)
3]
=}
S 20
[e]
o
10+
0 | | \

t (ms)

Figure 16, Sous estimation de la conductance maximale par la mesure du pic. Pour
des cinétiques d’activation t,,, de 0.2 ms et d’inactivation t; de 2 ms, I'erreur d’estimation
de la conductance maximale par le pic est de 30%.

61



2.4.2.3 Méthode trace entiere

La méthode d’identification trace entiere proposé initialement par (Willms,
Baro et al. 1999) dans le contexte de la modélisation des courants sodiques est un
algorithme itératif qui estime simultanément toutes les courbes caractéristiques ainsi
que la conductance maximale et le potentiel de renversement de la conductance
dépendante du potentiel. Le principe de base est extrémement simple et intuitif. Cet
algorithme va, a partir d’'une initialisation arbitraire des paramétres du modéle,
simulés des courants suivant un modéle de type HH, comparer ces courants aux
courants cibles, puis corriger la valeur des parametres de fagon itérative dans le but
de minimiser l'erreur entre courants simulés et courants cible. Lorsque l'erreur
devient inférieure a une valeur critique, l'algorithme s’arréte et les paramétres du
modéle a ce moment sont considérés comme étant les paramétres de la
conductance étudiée. Cet algorithme tire sa robustesse du fait qu’il s’applique a
plusieurs traces simultanément évoquées par des sauts de potentiels. En plus d’'étre
beaucoup plus robuste que la méthode disjointe, cet algorithme évite les
nombreuses manipulations et les choix empiriques inhérents a la méthode disjointe.
Et bien que l'erreur liée a la contamination soit toujours présente, celle lice a la
proximité du pic ne 'est plus.

La méthode Trace entiere ajuste chaque trace dune expérience en
configuration potentiel imposé avec I'’équation suivante

Fon = Guon (o) + (e (1) = e 04)) xp (—t/ 2, (4)) X
(17)
(o ) + (e () = B () exp (=t /70 (50) ) X (O = Fin)

ou m, et hy, sont les courbes d’activation et d’inactivation, G;,, est la conductance

maximale, t,, et 7, sont les cinétiques d’activation et d'inactivation, V,; et V; sont les
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potentiels de pré-saut (potentiel de maintien) et potentiel de saut (potentiel
d’échelon), respectivement (Figure 15). A noter, dans cette équation m, et h, ont été

remplacés par m., et h,, en fin de potentiel de maintien.
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3 Matériel et méthodes

Pour modéliser la forme des potentiels d'action des neurones auditifs
primaires, nous avons utilisé un modéle déterministe de type Hodgkin et Huxley. Le
nombre de branches ainsi que les parametres de chaque branche du modéle ont été
identifiéss sur des données expérimentales acquises in vitro (algorithme
d’identification congu spécialement pour ces données a partir de la méthode frace
entiere), a température ambiante, sur des corps cellulaire de neurones
ganglionnaires de type | par la technique du patch-clamp. Les potentiels d’action
générés par le modele ont ensuite été comparés objectivement aux potentiels
d’'actions extracellulaires enregistrés in vivo a température physiologique, par la

technique de I'enregistrement unitaire.

3.1 Enregistrements de patch-clamp

Les expériences de patch clamp ont été réalisées par Joseph Santos-Sacchi
(Santos-Sacchi 1993) pour les courants K* (bloqueurs : tetraethylammonium et
baryum) et pour les courants Na* (bloqueur : tetrodotoxin), et par Chu Chen (Chen
1997) pour les courants activés par hyperpolarisation (I,). Les corps cellulaires des
neurones auditifs primaires de cochon d’Indes ont été isolés mécaniquement et
démyeélinisés en aigu. Les données ont été enregistrées en configuration potentiel
imposé et courant imposé dans des conditions similaires a I'environnement
intracellulaire et extracellulaire normal. Toutes les expériences ont été faites a
température ambiante (~23°C). La résistance de fuite a été estimée a R=500 MQ
(soit Gi.qr=2 NS) dans la publication originale et ses effets pris en compte lors de
I'estimation des parametres en ajustant la dépolarisation imposée par la pipette de

patch. La capacitance membranaire des cellules a été mesurée a 10.1£1.7 pF. Le
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couple RC impose une constante de temps membranaire de 5 ms tout a fait
compatible avec l'ordre de grandeur d’'une constante de temps cellulaire classique
(Santos-Sacchi 1993). A noter que Joseph Santos-Sacchi
nous a envoyé Jlensemble des données de patch-clamp quil a
enregistrées au cours des expériences qui ont conduit a la publication

d'un article dans la revue ‘Journal of Neurosciences’ en 1993.

3.2 Enregistrements unitaires

Les enregistrements des potentiels d’action extracellulaires ont été effectués
par I'équipe 2 de l'Institut des Neurosciences de Montpellier ‘Surdités, Acouphénes et
thérapies’ dirigée par Jean-Luc Puel. Brievement, le nerf cochléaire a été exposé par
une approche postérieure, les potentiels d’action extracellulaires issus des fibres du
nerf auditif ont été enregistrés avec une micro électrode de verre emplie de NaCl.
L’activité des fibres a été provoquée par un bruit blanc de 80 dB SPL et I'électrode
recherche la fibre par mouvement induit avec un micromanipulateur électrique. Aprés
amplification et filirage entre 200 Hz et 5 kHz, les potentiels d’action extracellulaires
sont ensuite détectés par décomposition suivant un banc d’ondelettes continues et
seuillage (Bourien, Ruel et al. 2007). Chaque neurones a été caractérisée par sa
fréquence caractéristique (la fréquence a laquelle son seuil d’activation est le plus
bas), son seuil d'activation exprimé en dB SPL et son activité spontanée exprimée en

potentiels d’action par seconde.

3.3 Modele de neurone

Le modéle de neurone utilisé dans cette étude est composé de 8 branches
paralleles dans lesquelles circulent 8 courants (voir équation 21) avec i) un courant

capacitif I, ii) un courant de fuite I.,k, /i) un courant sodique Iy,, iv) un courant
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potassique non-inactivé a bas seuil Ik, v) un courant potassique non-inactivé a haut
seuil Ixy, vi) un courant activé par hyperpolarisation rapide I, et vii) un courant
activé par hyperpolarisation lent I, et une source externe de courant.

Le potentiel de membrane 1}, est décrit par I'équation différentielle suivante

dViy,
(19) Cm? = INa + IKH + IKL + Ihf + Ihs + Ileak + Iext1

avec : Iyy = Gnam*h(Vyy — Ena),  Ixn = Geun* (Vi — Exn), I, = Graw* (Vi — Exc1),
Ing = Guef Vi = Eng)y Ing = GnsS(Vin — Eng), @nd gk = Gleak(Vin — Eiear). Gx €t Eyx
(x = Na,KH,KL,hf, hs, or leak) font référence a la conductance maximale et au
potentiel de renversement. Les variables m,n,w, f et s sont des variables d’activation
et h est une variable d'inactivation. Les détails de ces équations sont donnés dans la
section « Modélisation ».

Les parameétres des branches correspondants aux courants Iy, Ik, Ix, ont
été ajustés aux courants sodiques et potassiques (Santos-Sacchi 1993) et les
parametres de I and [, ont été ajustés aux courants cationiques activés par
hyperpolarisation (Chen 1997). Pour toutes les simulations concernant le corps
cellulaire, Cy,, Gieak, €1, Eleax ONt été fixés a 10 pF, 2 nS, et -67 mV, respectivement
(Santos-Sacchi 1993). Excepté dans les simulations en courant imposé, I.= O.
Toutes les équations différentielles ont été résolues sous Matlab® a l'aide de
l'algorithme de Runge-Kutta explicite pour une fréquence d’échantillonnage de 200

kHz.

3.4 Identification des parametres

L’identification des parameétres du modeéle a été faite sur les expériences de
potentiel imposé avec un algorithme construit a partir de la Méthode Trace entiére,

proposée par Willms (Willms, Baro et al. 1999) et réécrit et amélioré sous Matlab®
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par mes soins pour une plus grande souplesse d’utilisation. Le programme utilise un
algorithme de descente du gradient pour minimiser I'erreur de reconstruction. Le
nombre d’itérations maximum a été fixé a 1500. Le vecteur initial de paramétre est
choisi pour chaque essai dans des intervalles physiologiquement pertinent (Rothman
and Manis 2003; Rothman and Manis 2003; Rothman and Manis 2003) avec une
zone de recherche de +50% autour de la valeur initiale (Table 4). Cette identification
a été répétée 50 fois, avec 50 vecteurs initiaux différents, pour réduire le risque de
faire converger I'algorithme vers un minimum local. Le jeu de paramétres retenu a
été calculé sur les 20 essais qui offraient la meilleure qualité d’ajustement (coefficient
de détermination r? proche de 1) parmi les 50 essais de départ.

L’'erreur de reconstruction a été calculée en moyennant les écarts entre
courants cibles et courants reconstruits. Elle a été calculée de la fagon suivante

AR (USEA 100
L2 F (V) AV,

ou V,, est le potentiel de membrane, f(V,,) est la courbe cible et f(V,) la courbe
reconstruite par l'algorithme. L’erreur relative sur la conductance maximale a été

calculée de la méme fagon avec

£ = M % 100
Gion

ou G,,,, est la valeur cible et G,,,, la valeur identifiée.

3.5 Reconstruction des potentiels d’action extracellulaires
Dans la cas d'un neurone bipolaire, les potentiels d'actions extracellulaires
sont en premiére approximation proportionnels a I'opposée de la dérivée du potentiel
d’action intracellulaire (Bean 2007).

(20) Vo = —k x dV,/dt
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Ou v,,, est le potentiel extracellulaire et k une variable d’ajustement.

La dérivée du potentiel de membrane du modéle a donc été calculée
numériquement puis filtrée entre 200 Hz et 5 kHz, pour que les potentiels d’actions
extracellulaires reconstruits aient subit les mémes traitements que les données

expérimentales.

Table 4, Conditions initiales de I'algorithme d’identification. Les paramétres initiaux ont été
choisis autour des valeurs identifieées dans (Santos-Sacchi, 1993) pour les conductances maximales
et du modele de neurone du noyau cochléaire (Rothman & Manis, 2003). L’identification des
parametres était permise autour de ces valeurs plus ou moins 50 % excepté pour les conductances
maximales qui pouvaient varier de 10 a 500 nS pour les canaux sodiques, de 10 a 200 nS pour les
canaux potassiques et de 1 a 20 nS pour les canaux activés par hyperpolarisation.

Gmax variable X T
(nS) x Vos k Ca, Ve Cg Vs SF M
(mv) | (mV) | (ms?) | (mV) | (ms™) | (mV) (ms)
Ixn 50 n -30 -6 10 20 20 45 100 0.5
Iy, 50 w -50 -6 10 20 20 25 100 1.5
Ina 50 m -30 -6 10 20 35 25 10 0.1
h -60 6 10 20 15 25 100 0.5
Ins 10 s -90 6 40 30 30 40 10" 5
Ins 10 f -110 6 40 30 30 40 10° 5

3.6 Effetdelatempérature
La variation de la température entre les expériences pratiquées in vitro a 23
°C et les expériences in vivo pratiqguées a 37 °C a été introduite dans le modéle a
laide du parametre d’ajustement noté classiquement Q,, et qui détermine le
coefficient ¢ par lequel il faut diviser les cinétiques pour modéliser une élévation de
10°C. Pour la conductance sodique ainsi que pour les deux conductances
potassiques, nous avons choisi Q,, = 3 (Hodgkin and Huxley 1952; Schwarz and

Eikhof 1987; Cartee 2000; Cao and Oertel 2005).
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Pour calculer le coefficient diviseur des cinétiques c, il faut résoudre I'équation
suivante
(21) c= Q10(T_T0)/10
avec T, la température a laquelle I'expérience a été faite, T la température a laquelle

les courants modélisés sont reconstruits.

3.7 Statistiques
Les moyenne sont exprimées + I'erreur standard (ou * écart type si précisé).
Les échantillons appariés ont été comparés avec le test de student. Le test du
coefficient de corrélation a été utilisé pour évaluer I'existence de corrélation entre

deux variables.
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5 Discussion

Au cours de ce travail, nous avons identifié les conductances ioniques
responsables de I'émission des potentiels d’action des neurones auditifs primaires.
La présence d’'un courant sodique entrant rapide et de 2 courants potassiques (I'un
activé a -60 mV, lautre plus rapide est activé a -45 mV) explique a la fois, i) la
génération des potentiels d’action, ii) leur période réfractaire (absolue et relative), iii)
la fréquence de décharge maximale des neurones, et iv) un gradient base/apex de la
durée des potentiels d’action. Le travail d’'analyse a été mené en simulation au
moyen de modéles mathématiques qui ont été évalués et validés en les comparant
avec des données expérimentales. Outre la compréhension des mécanismes
fondamentaux du codage de l'information sonore, le modéle de noeud de Ranvier
que nous avons développé présente aussi des applications prothétiques

(réhabilitation de l'audition par I'implant cochléaire).
5.1 Courants ioniques a l'origine des potentiels d’action

5.1.1 Courants sodiques

Nous avons identifi€¢ une conductance sodique rapide exprimée par les
neurones auditifs primaires. Les propriétés biophysiques de la conductance sodique
des corps cellulaires isolés sont comparables a celles observées sur des neurones
auditifs maintenus en culture (Lin 1997), ce qui suggere que i) l'isolation mécanique
n'altére pas les canaux sodiques et ii) notre méthode d’analyse reproduit fidélement
les caractéristiques de cette conductance. En outre, le courant sodique des neurones
auditifs est similaire a celui des neurones de la voie auditive (Wang, Gan et al. 1998),

du nerf sciatique (Schwarz and Eikhof 1987), ou du cerveau ((Costa 1996),
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(Fernandez, Mehaffey et al. 2005), (Mercer, Chan et al. 2007)). Avec des constantes
des temps d’activation et d’inactivation inférieures respectivement a 0.4 et 2 ms, les
courants sodiques des neurones auditifs primaires sont parmi les plus rapides.
L’observation en microscopie confocale a montré une forte expression de la
sous-unité Nav1.6 dans les nceuds de Ranvier (Hossain, Antic et al. 2005; Fryatt,
Vial et al. 2009). Cette derniere pourrait donc étre responsable du déclenchement de
potentiels d’action. En revanche, l'inactivation trés lente de la sous-unité Nav1.7
(Herzog, Cummins et al. 2003), qui semble étre exprimée par les neurones auditifs
(Fryatt, Vial et al. 2009), ne lui permettrait pas de contribuer aux courants sodiques

des neurones auditifs primaires.

5.1.2 Courants potassiques

Nous avons identifié deux conductances potassiques exprimées par les
neurones auditifs primaires. La présence de ces deux conductances potassiques a
également été observée sur des corps cellulaires fraichement isolés (Szabo,
Harasztosi et al. 2002) ou placés en culture (Mo and Davis 1997; Mo, Adamson et al.
2002). A l'inverse, nous n’avons pas identifié de courant de type Ika. Ce dernier a été
observé dans des neurones dont la dissociation reposait sur [lutilisation
d’enzymatique (enzymes collagenase et pronase), a l'inverse de notre préparation
(dissociation mécanique). L'utilisation d’enzymes pourrait étre a lorigine de
linactivation d’'une fraction des courants potassiques. En outre, I'observation du
courant de type Ika sur des tranches de cochlée pourrait refléter son expression au
cours du développement (Jagger and Housley 2002). La composante activée a haut
seuil (Ikq) dans notre étude correspond au courant potassique a haut seuil classique
(Frankenhaeuser and Huxley 1964). |l faut préciser que la composante activée a bas

seuil (Ik.) s’inactive dans les neurones du noyau cochléaire (Rothman and Manis
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2003; Rothman and Manis 2003; Rothman and Manis 2003; McGinley, Liberman et

al. 2012).

Il est important de noter que ces deux composantes potassiques sont
fréequemment co-exprimées dans des neurones a haute fréquence de décharge
(Fernandez, Mehaffey et al. 2005). Sur le plan fonctionnel, la composante lente a bas
seuil d’activation (t<4.9 ms) contrblerait I'excitabilitt du neurone (Dodson and
Forsythe 2004) alors que la composante a haut seuil plutdét rapide (1<2.5 ms)
permettrait de repolariser rapidement la membrane aprés le déclenchement d’un
potentiel d’action. Les courant activés a haut seuil seraient formés par les canaux de
la famille des Kv3 (Kv3.1, Kv3.2 et Kv3.4) et les canaux potassiques activés a bas
seuil de la famille des Kv1 (Kv1.1, Kv1.2 et Kv1.6) ((Adamson, Reid et al. 2002),

(Bakondi, Por et al. 2008)).

5.1.3 Courants activés par hyperpolarisation et courants
calciques

Nos simulations ont montré qu’en absence de courant I, et de courant
calcique lc,, le modéle de corps cellulaire reproduit fidélement la réponse de la
cellule a des sauts de courant ou de potentiel. Ce résultat suggére donc que ces 2
courants observés expérimentalement par (Hisashi, Nakagawa et al. 1995; Chen
1997) ne sont pas nécessaires dans la réponse électrophysiologique. Les courants
actives par hyperpolarisation ne participent pas a la forme du potentiel d’action
compte tenu probablement de leur constante de temps trés élevée (Chen 1997). Ces
courants pourraient étre impliqués dans le mécanisme de régulation du potentiel de
repos du bouton synaptique d’autant que leur activité pourrait étre rétro-controlée par

le systeme efférent latéral (Yi, Roux et al. 2010). Enfin, les courants calciques
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dépendants du voltage (Hisashi, Nakagawa et al. 1995), qui ne participent pas a la
forme du potentiel d'action, pourraient étre impliqués dans la régulation

transcriptionnelle et dans la plasticité synaptique (Chen, Xue et al. 2011).

5.2 Propriétés électrophysiologiques des neurones auditifs

primaires

5.2.1 Déclenchement des potentiels d’action

Les densités en canaux ioniques par nceud de Ranvier sont déterminantes
dans le processus d'initiation et de conduction saltatoire des potentiels d’action
(Poliak and Peles 2003). Nous avons montré que les densités de canaux devaient
approcher ~1300 canaux/um? pour le courant sodique, ~250 canaux/um? pour le
courant potassique a bas seuil, et ~100 canaux/um? pour le courant potassique a
haut seuil. Ce qui signifie que pour qu’'un noeud de Ranvier génére un potentiel
d’action, le rapport de densités (dn./(dki+dkn)) doit étre proche de ~4 en faveur du
sodium. Ce résultat pourrait expliquer 'absence de potentiel d’action dans des corps
cellulaires isolés a linverse de ceux maintenus en culture. En effet, un corps
cellulaire fraichement isolé ne générent pas de potentiels d’action car le rapport de
densités est proche de ~ 1 d’aprés notre étude. En revanche, lorsque les corps
cellulaires sont placés en culture, la forte expression de canaux sodiques modifie le

rapport de densité permettant ainsi I'émission des potentiels d’action (Lin 1997).

5.2.2 Périodes réfractaires, fréquence maximale de décharge, et

gradient base/apex
Les neurones auditifs primaires sont caractérisés par une fréquence de
décharge élevée ~400 Hz et une période réfractaire courte (<2.5 ms, périodes

réfractaires absolue + relative) (Liberman 1978; Ohlemiller, Echteler et al. 1991).
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Cette propriété est essentielle au neurone pour assurer le mécanisme de verrouillage
de phase avec la stimulation sonore. Nos résultats suggérent que la mise en jeu du
courant sodique Ina et les 2 courants potassiques Ik et Iky sont suffisantes pour
assurer un haut taux de décharge.

Notre étude montre que la durée des potentiels d’action extracellulaires
augmente de +60 us/octave de la base a I'apex. Ce résultat suggere que les
neurones qui innervent la base de la cochlée générent des potentiels d’action plus
courts que les neurones qui innervent 'apex. Cette propriété pourrait permettre aux
neurones dont la fréquence caractéristique est supérieure a 3 kHz, de continuer a
coder les sons en verrouillage de phase (Taberner and Liberman 2005). Ce résultat
est en accord avec une étude menée en culture (Adamson, Reid et al. 2002) dans
laquelle il a été montré que les neurones prélevés a la base générent des potentiels
d’action plus courts (1.5 £ 0.1 ms) que ceux prélevés a l'apex (2.3 = 0.3 ms,
température: 19-22 °C). Cette différence base/apex pourrait provenir d’un gradient de
densité en canaux potassiques (Mo, Adamson et al. 2002). Il a également été montré
que les neurones de la base ont une amplitude plus petite que ceux de I'apex ce qui
est également en accord avec nos résultats (Adamson, Reid et al. 2002). Ici encore,

la densité des canaux suffit a expliquer une différence d’amplitude.

5.3 Stimulation électrique
L’implant cochléaire est un dispositif qui permet de restituer une audition chez
des patients sourds en stimulant électriguement les neurones du nerf auditif. Un
implant cochléaire délivre des trains d'impulsions électriques qui vont initier, a
distance, des potentiels d’action au niveau des nceuds de Ranvier. La forme des
impulsions et la cadence de stimulation constituent des parametres importants dans

la stratégie de stimulation. Ces paramétres pourtant cruciaux pour la réussite
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prothétique d’'une implantation sont réglés empiriguement en fonction du ressenti du
patient.

Le modele de nceud de Ranvier développé au cours de cette thése constitue
un outil qui pourra permettre de tester et d’optimiser les stratégies de stimulation.
Dans cette thése, nous avons étudié l'influence de la charge sur le déclenchement
du potentiel d’action. Nos résultats ont montré que le seuil de déclenchement du
potentiel d’action est sensible uniquement a la charge. En outre, la quantité de
charge suffisante pour initier un potentiel d’action est de I'ordre de ~20 fC. Cette
valeur définie une zone préférentielle pour les fabricants d’'implant afin d’élaborer une
stratégie de stimulation optimisée (stimulation sélective des neurones, limitation des

stimulations trop fortes, économie de la consommation électrique du processeur).

5.4 Algorithme d’identification

Un algorithme d’identification des conductances a été développé au
laboratoire au cours de cette thése. Cet algorithme qui s’inspire des travaux de
Willms et collaborateurs (Willms, Baro et al. 1999; Izhikevich 2003), peut étre
appliqué de facon systématique a des courants évoqués par des protocoles de
patch-clamp dépolarisants, ou polarisants, voire les 2 simultanément (dans le cas ou
les 2 protocoles ont été appliqués a la méme cellule). Pour configurer I'algorithme,
I'utilisateur doit fixer 3 parameétres, /) la zone de recherche (en spécifiant une valeur
centrale et une dispersion autour de cette valeur centrale pour chaque paramétre du
modeéle), ii) le nombre d’essais (une initialisation différente par essai), iii) le hombre
d’itérations par essai. Les évaluations menées en simulation ont montré que
l'algorithme était trés fiable. Pour une zone de recherche de +/- 50%, 20 essais, et
1000 itérations par essai, l'erreur entre les courbes caractéristiques cibles et

identifiées était inférieure a 1%. L'implémentation en routine de cet algorithme dans
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un environnement de patch-clamp pourrait permettre aux électrophysiologistes

d’analyser de fagon systématique et en temps-réel leurs résultats.

5.5 Modele de neurone
La plupart des modeles mathématiques de neurones auditifs primaires (Frijns,
de Snoo et al. 1995; Matsuoka, Rubinstein et al. 2001; Mino, Rubinstein et al. 2004;
Woo, Miller et al. 2009; Woo, Miller et al. 2009) utilisent le courant sodique mesuré
sur le nerf sciatique de rat et le courant potassique mesuré chez la grenouille ou le
calmar (Schwarz and Eikhof 1987). Tous ces modéles pourraient rapidement étre
mis a jour avec le courant sodique et les courants potassiques mesurés sur le nerf

auditif du cochon d’Indes adulte.
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6 Conclusion et perspectives

Au cours de cette thése, nous avons identifié les conductances ioniques
impliquées dans la génération des potentiels d’action des neurones auditifs
primaires. Le modele développé ouvre de nombreuses perspectives. Ce modéle
stimulable par des courants post-synaptiques excitateurs évoqués par la libération de
glutamate permettrait d’étudier le couplage fonctionnel entre mécanismes pré-
synaptiques et post-synaptiques. Une modélisation compléte du processus de
neurotransmission permettrait par exemple de comprendre le mécanisme de codage
de l'intensité sonore.

Nous pourrions étudier en simulation I'effet d’'une libération multi-vésiculaire
coordonnée ou non-coordonnée (Grant et al, J Neurosci. 2010) sur le déclenchement
des potentiels d’action. Il serait alors possible de déterminer si la sensibilité d’'un
neurone a lintensité sonore dépend du mode de libération du neurotransmetteur
(libération coordonnée pour les neurones a seuil d’activation bas ; libération non-
coordonnée pour les neurones a haut seuil d’activation).

Nous pourrions aussi étudier I'effet d’'un allongement du segment initial sur le
déclenchement des potentiels d’action. Comme le montre une étude récente (Kuba,
Oichi et al. 2010), dans un contexte de privation sensorielle conduisant a une perte
d’'activité pré-synaptique, le neurone compense la diminution de I'entrée sensorielle
par une plus grande sensibilit¢ due a l'augmentation de la longueur du segment
initial (en adressant massivement des canaux sodiques a la membrane). Ce
mécanisme pourrait tout a fait expliquer l'apparition d’acouphénes aprés une surdité.

Le modéle de segment initial pourrait aussi permettre d’étudier le rétrocontréle

exercé par le systéme efférent latéral (Ruel, J., R. Nouvian, et al. 2001) dont les
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nombreux neurotransmetteurs influenceraient les paramétres des conductances
responsables du déclenchement du potentiel d’action (Chen, 1997 ; Yi, 2010).

Enfin, dans le contexte de la stimulation électrique, ce modéle complété par
un modéle morphologique de cochlée (Goldwyn, 2010), pourrait permettre
d’optimiser les stratégies de stimulation avec notamment le probléme de la forme de

'impulsion et la question de la cadence de stimulation.
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