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 INTRODUCTION
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La SLA est une maladie de I'adulte, actuellement sans traitement, caractérisée par la mort des motoneurones et une neuro-inflammation qui pourrait soit aggraver soit limiter les processus.
Il est décrit notamment une activation et une prolifération microgliale. Dans 10% des cas, il existe une origine genétigue a cette pathologie. La mutation la plus freguemment décrite est la
mutation G93A de la Super Oxyde Dismutase 1 (SOD1). Chez la souris, la surexpression du gene humain muté de la SOD1 induit une paralysie qui commence a 100 jours dont I'évolution
N mime celle de la pathologie humaine. Dans ce modele, il existe une proliferation cellulaire, portant essentiellement sur la microglie.
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/OBJ ECTIF de l'article : Evaluer les consequences de I’ablation des cellules prolifératives de I’environnement neuronal dans le modele murin de SLA

Analyse de l'effet de 'Ara—C sur: — 1. la proliferation des cellules de I'environnement moto-neuronal — Immunohistochimie en fluorescence
— 2. la survie des souris mutantes (SOD+) — Etude comportementale
— 3. la dégénérescence des motoneurones et denervation — Microscopie optigue et immunohistochimie
\_ — 4. I'expression de facteurs inflammatoires et neuroprotecteurs — RT-PCR quantitative )

[ STRATEGIE EXPERII\/IENTALE}

| . h
g JO / J75 Phase Pre-Symptomatique «—— J100 —— Phase Symptomatigue J115/@ / J134
/ / Injection d’Ara-C (antimitotique) en intra-ceréebro-ventriculaire (en continu) ﬁ@} Recueil des données / / >
/7 N 7 y

o

<
fl Déplétion des cellules prolifératives dans le SNC\ [ RESULTATS J

La perte neuronale et I'innervation ne sont affectées par le
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[ LE DOUBLE JEU DE LA MICROGLIE } [ L’INTERET POUR L’HOMME DU MODELE MURIN SOD1 }
« Protecteur "\ Paradoxe - S| &t N
¢ N | [?_elete_re, Contre : Pour :
- L'ablation de la microglie 8 o In cléa ,ac,tlvee peut - Symptomes proches de ce qui se
lif ¢ fraf 9 causer la degenerescence - Pas d’effet concluant sur ’lhomme produit chez 'homme
roliféerante entraine une _ . - S . . .
gimin fion de 1a survie des moto _neurones de moleculgs efficaces chez I'animal -Seul modele de souris disponible
des sguris u - La mUt?-“On SOD_]- aggrave - Les mutations SOD1 ne | - A permis de comprendre
' Ie_potelr_ltlel cytotoxique de la représentent que 2% des patients l'importance de I'interaction entre
\_ - \ [THETOgHe / SLA | motoneurones/cellules gliales/cellules
voothese - Nécessite d’'une expression de 15 immunes
Eyist q dyp e t . i ] J | copies du gene humain mute | - Difficulté d’analyser des hypotheses
Xistence de deux phenotypes microgliaux - La SLA n’existe pas chez la souris directement chez 'lhomme
a des stades differents de la maladie.
: ' Prédominance M1 :
Prédominance M2 [ Que faire pour avancer dans la recherche ? J
- phenotype neuroprotecteur - phénotype neurotoxique o los [imi .| . o o h
- synthése de facteurs _ synthése de cytokine 1. Connaitre les limites des modeles murins et faire des essais directement sur 'homme
neurotrophiques : IGF, BDNF proinflammatoire (IL-1p, 2. Effectuer des essais standardisés applicables a I’'homme
- synthese de facteurs anti- TNFa, dérivés de 'oxygéne) . . . . , .
inflammatoires - TGFB 3. Mettre au point de nouveaux modeles murins exprimant d’autres mutations

4. Découvrir des marqueurs biologiques fiables pour détecter la SLA plus tot

Phase pré-symptomatique  Phase symptomatique
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Les caractéristiques de la barriere hémato-encéphaligue (BHE) rendent difficile la thérapeutique médicamenteuse dans les maladies du

systeme nerveux central (SNC). L'une des perspectives envisagees

pour y remedier, reésiderait en l'utilisation de cellules medicaments

comme vehicule thérapeutiqgue. L'objet de l'article est de tester l'efficacité des cellules microgliales dérivées de cellules souches
embryonnaires (EsdM) dans un modele de maladie neurodégenérative tel que lI'encephalomyelite auto-immune expérimentale (EAE).

ReS U ItatS Quantification de la démyélinisation (marquage au
luxol) et des Iésions axonales (marquage de I’APP :
precursseur du peptide amyloide): (Analyse a J21

Migration des précurseurs microgliaux aprés apres traitement des souris EAE)
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"» Les cellules GFP-ESdM migrent dans les
|ésions inflammatoires de la moélle épiniere.

Evolution du score clinique dans ’EAE .

Injection I.v. de cellules NT3-GFP-ESdM dans
un total de 22 souris EAE a J20 apres
I'induction de I'EAE.
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Analyse en RT-gPCR de I’expression des genes codant
pour les médiateurs inflammatoires et anti-inflammatoires :
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Des neurones issus des ganglions spinaux
provenant de souris au stade embryonnaire sont
cultivés avec un surnageant de GFP-ESdM, NT3-
GFP-ESdM ou de la NT3 recombinante.
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||» La NT3 modifie le milieu de cytokines en diminuant la
transcription des marqueurs pro-inflammatoires et en
augmentant celle d’un marqueur anti-inflammatoire.
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“» Le traitement en i.v. avec NT3-GFP-EsdM
améliore significativement la pathologie.
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n— > Les cellules NT3-ESdM promeuvent la

croissance neuritique

Conclusion:

Les cellules microgliales déerivées de cellules souches
embryonnaires (ESdM) se sont revélees un transporteur
cellulaire intéressant, utilisable dans un modele de pathologie
neurologique. Contrairement a d'autres vecteurs cellulaires, |l
existe une persistance de ses cellules dans I'environnement
cérebral. L'application chez ’'hnomme de cette strategie
utilisant des cellules ES humaines est limitée par le rejet
iImmunitaire de cellules HLA incompatibles injectees par voie
systemique. Une alternative serait l'utilisation de cellules IPS
(induced pluripotent stem cells). Cependant, actuellement,
I'analyse de ces cellules revelent de nombreuses
modifications génetiques induites in vitro.
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Introduction Mateériel et méthodes

Le Plsphenol A (BPA)’ C?mpose aromathue preslent dans les matieres pIaSthues et Le Bisphénol A (2,2-bis-(4-hydroxyphenyl)-propane) est un monomere issu de la production de polycarbonates.
I'environnement, est susceptible d’entrainer des effets néfastes chez I'homme (hotamment par son Il franchit les barriéres hémato-encéphalique et placentaire.
r6le connu de perturbateur endocrinien).

Modele in vivo : deux souches différentes de souris : une BALB/cA et une non-diabétique NOD/shilLt). Elles sont exposées au

: - , : : : L - S
L exposition prenatale de la souris au BPA perturbe la migration neuronale et donc | hIStOgenese du BPA, avant I'accouplement puis sur toute la durée de la gestation et de I'allaitement. Les cervelets de la descendance des 2
néocortex!. Il en est de méme dans le cortex cérébelleux ou les acteurs moléculaires sont encore lignées de souris ont été prélevés a différents jours post-nataux et analysés par Western blot et immunohistochimie. Le BPA est
meéconnus. dissous dans |'eau de boisson a différentes concentrations. Il n'est pas présent dans |'eau des animaux controles.

/7 (] o (] o o V 4 o V 4 (] . 2
Pax6 est un facteur de regUIat|On de la transcription fortement 'mpllque dans la différenciation® et Modele in vitro : les embryons de poulets recoivent une injection unique de BPA (dissous dans |'éthanol) au 16eme jour
la migration3 des grains du cervelet. embryonnaire. 24h apres, les grains du cervelet sont prélevés, mis en culture puis analysés par Western blot et

immunohistochime. La concentration finale en BPA est de l'ordre de I'exposition environnementale de I'"homme. Les animaux

" . L .. : . ) . contrdles sont soit non-injectés , soit injectés avec de I'éthanol.
L'objectif de I'étude était de montrer que l'exposition prénatale au BPA affecte la morphologie

cérébelleuse ainsi que le taux de pax6 dans les grains du cervelet. La loi Norvégienne en vigueur sur les expérimentation animales a été respectée.

2 modeles ont etg ut.I|ISES darTs cette etude: | N | SN

- une approche In VIVO (SOUFIS) pour explorer les repercussions d'une exposition au BPA continue 1) des coupes coronales de 30 um ont été effectuées sur des cervelets de souris puis colorées a I'H&E. L'épaisseur de I'EGL
depuis un stade embryonnaire (SE) précoce. (couche granulaire externe) a été mesurée (4 expériences indépendantes). Pax6 a été détecté par immunohistochimie.

2) Les grains des cervelets de poulets ont été fixés apres 3 ou 6 jours de culture ( Day In Vitro DIV3 et 6). Pax6 a été détecté par

- une approche in vitro par culture cellulaire de grains d'embryons de poulets (SE tardif) brievement o W o

exposes au BPA.
De plus, |'effet dose-dépendant du BPA a été etudié.

Western blot: ils sont réalisés a partir d'un homogénat de grains de cervelet de souris et des cultures cellulaires. On détecte
ensuite pax6, PCNA et B-actine.

Reésultats

Chez la souris BALB/cA exposée au BPA a j11 Chez la souris NOD exposée au BPA Chez I'embryon de poulet exposé au BPA
I. Analyse de la morphologie cérébelleuse I. Taux de Pax6 analysé a differents moments du I. Taux de Pax6 analysé par Western Blot
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leur migration vers I'lGL. 2. du taux de pax6 EtoH inj. + o+ + o+
intracellulaire. BPA inj. + &
Conclusion Bibliographie
: - ) : 1. Nakamura & al, 2006. Murine neocortical histogenesis is perturbed by prenatal exposure of low
L'exposition prénatale au BPA s'accompagne : doses of bisphenol A. J. Neurosci. Res. 84, 1197-1205.
-d'une augmentation de I'épaisseur de I'EGL (souris BALB/CA). 2. Swanson & al, 2005. Disruption of cerebellar granule cell devlopment in the pax6 mutant. Brain Res.
Dev. 160, 176-193.
-d'une augmentation du taux de pax6 , retrouvée dans les 2 modeles (in vivo et in vitro) 3. Yamasaki & al, 2001. Pax6 regulates granule cell polarization during parallel fiber formation in the
-d'un retard de migration causant une accumulation des grains (souris non diabétique NOD). dewielpllris @ sl . DEefnmeni: 1248, SEE-gila, |
: : ' Rakic P, 1971. Neuron-glia relationship during granule cell migration and developing cerebellar cortex. J. Comp. Neurol. 141,283-
-d'une augmentation du nombre de grains exprimant pax6 (embryons de poulets). 312.
Hatten and Heintz, 1995. Mechanisms of neural patterning and specification in the developing cerebellum. Annu. Rew.
Neuroscie. 18, 385-408.
, , . , . . , , . . Steinmetz & al, 1997. The environmental estrogen bisphenol A stimulates prolactin release in vitro and in vivo. Endocrinology
Les résultats ont montré que l'impact du BPA dépend de la dose administrée, de la durée et du moment d'exposition 138, 1780-1786.
. ;. . Engelkamp & al, 1999. Role of pax6 in devlopment of the cerebellar system. Development 126, 3585-3596.
(nOthn de perIOde Crlthue)' Ikezuki & al, 2002. Determination of bisphenol A concentrations in human biological fluids reveals signifiant early prenatal
)\ . 4 ) \ - - P exposure. Hum. Reprod. 17, 2839-2841.
CeS mOdeles sont interessants pour explorer IeS Effets du BPA sur I embryogenese humalne pUISque Sd pharmaCOCInethue Kim & al, 2004. Distribution of bisphenol A in the neuroendocrine organs of female rats. Toxicol. Ind. Health 20,41-50.
est similaire chez I'homme et la souris. Les doses utilisées miment I'exposition humaine au BPA, rendant cette étude Yamamoto & al, 2007. Monitoring of gene expression in the differentiation of embryoid bodies from cynomolgus monkey
: ! embryonic stem cells in the presence of bisphenol A. J. Toxicol. Sci. 32, 301-301.
pertinente et permetta Nt d'apporter un élément de réponse quant é sa nocivité. Baba & al, 2009. bisphenol A disrupt Notch signaling by inhibing gamma-secretase activity and causes eye dysplasia of Xenopus

laevis. Toxicol. Sci. 108; 344-355.
De nouvelles mesures ont été prises pour exclure le BPA des matieres plastiques auxquelles nous sommes exposees.
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- Les acouphenes se caractérisent par une perception subjective d'un son en l'absence de stimulations acoustiques |

|- Veritable probleme de sante publique: 10% de la population francaise concernée.
Qualité de vie: sur 603 personnes souffrant d'acouphénes, dans 26% des cas I'acouphéne a créé des difficultés |
| dans la vie quotidienne.
- Etiologies (traumatisme sonore connu pour étre a l'origine de nombreux cas d'acouphenes)
Problématique: Par quel moyen thérapeutique pouvons-nous reorganiser la carte corticale et potentiellement ...
2 | supprimer les acouphéenes?
s Hypothese: La VNS a deja fait ses preuves dans le traitement de I'epilepsie et des troubles déepressifs chez

8l ’THomme en induisant une réorganisation de la carte corticale chez ces patients. Cette technique pourrait [
il €egalement etre appliquéee pour reverser I'activité neuronale pathologique chez les patients acoupheéniques.
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TUEKIRE CONTRKCATION DES HUSCLES
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Dispositif implanté: - 13 rats non anesthésiés normo- a, i b, .
- Sonde avec 3 helices dont 2 entendants sans acouphene; i
electrodes bipolaires + 1 hélice de - VNS associee a un son de 9kHz _ %
stabilisation + branche de connection (60 dB SPL) pour 8 rats; s 30} ™ - 30| 4
sur le generateur d'impulsion - VNS associée a un son de 19 kHz 2 B! /N
- Position sous-cutanee du dispositif (50 dB SPL) pour 5 rats; IS Eﬂ
- Geénerateur en position sous- - Duree VNS= 0,5 sec, intensite= 0,8 % 20 201
claviculaire SOCHETE DE NEUROCHIRURGIE BF LA LANGUE FrRA mA; % ! _ /
Stimulation du nerf vague (X): - Vis a os utilisées pour enregistrer 5 % B
- Implantation d’'une électrode les réponses auditives du tronc & 10} 1 101 4 }%/
bipolaire au niveau du nerf vague cerébral (PEA) et EEG; _ %( e Control | e Control
gauche de I'animal sous anesthésie - 300 fois par jour pendant 20 jours, | Ralh oo é( ol i
générale seance de 2,9h; 0,\,% > u’/\ N 0,\;1, > u’/\ N4
- Stimulations électriques bréves et - 24h aprés la derniére séance ¥ SN & RN

repetées (courant alternatif)
- Pourquoi le nerf vague?

d’'appariement VNS/son
techniques de cartographie

Characteristic frequency (kHz)

Augmentation de 20% du nombre de sites de cortex

- Action synergique de multiples standard.
neuromodulateurs agissant dans le
cortex cerebral (apprentissage et

memoire +++).

auditifs primaires ayant une caractéristique de fréquence
proche de la frequence de la tonalité appariée.

Parametres du traumatisme acoustique:

- 28 rats anesthésies, exposes a un son de 16kHz,
115dB SPL, pendant 1h;

- Exposition bilatérale (=exposition chez 'Homme);

- Perte auditive quantifiee par PEA.

Comment déterminer la présence d’acouphénes sur une population de rats normo-entendants aprés un traumatisme acoustique?

Startle pulse Startle pulse
> gézdfofi ’duration, Sta rtle Reﬂex (Bglfl dZBOi{IDsL ’duration \
Parameétres de R Ty g
I’expérience:
- Cage gamle de mousse Continuous Background Noise
acoustique; ) (\/\/\ﬁ (75 dB SPL BBN) — N\’\f
- Plate-forme de sursaut '
+ transducteur piezo- Startle pulse U Startle pulse\ U
, . (115 dB SPL, . ) ms,ura jon,
e I e | C t r I q U. e B185I\Im20r/nﬂvs duration, \ B‘]_Bfl,VmZSOr/ﬂ durat
(enregistrement continu Prepulse
de Ia force), BBN 4, 8, 10, '12{6106?20,8,2: \_\ Prepulse Inhibition
and 32 kHz, 50 ms duration, 1.5 ms r/f)

- Haut-parleur 20 cm au-
dessus de la cage;

50 ms

—y —\

Résultat: De méme, un intervalle (GAP) de 50 ms de silence au sein du
bruit continu aura le méme effet que le prepulse ; il agit comme un
avertissement et reduit I'amplitude du sursaut. Dans le cas d'un
acouphene, l'intervalle de silence ne sert pas d’'avertissement — car les
acouphenes percus comblent I'espace silencieux — et 'amplitude du
sursaut n'est pas diminuee.

Résultat: Le prepulse survenu 50 ms avant le bruit fort
surprenant a reduit I'amplitude du sursaut reflexe.

38/nature09656

Sur 7 rats acouphéniques: p 11 2

HIATLHN SUPPLEMENTARY INI

100

- VNS + sons purs qui couvrent la sof . . T
gamme de l‘audition du rat mais " o 60 Jom — S © B ; . .
, Exposure to Intense Noise Apres 1 rs de traitement, chacun des 7 rats a
excluent les fréequences PO 0F TN P SHBSTREH e i : : OJOL,J : Wi 1 e
! LU N T, =——— i il eeionsy montré une reduction significative du sursaut. Les effets
Su rrepresentees, )l 20 \I SRiE s painnG Putative tinnitus frequency . . \

- Bréves stimulations de VNS: 30 sec
toutes les 5 min, 24h par jour;

+)

100

After
VNS alone

After Tone
Exposure alone

After Pairing VNS

with Multiple Tones 80

Gap detection (% startle suppression)

HE . Tone A L & = : T : I Chacun des 9 rats ayant recu une therapie factice
9 rats acouphéniques vont subir une  ....n 60r L """ X . S . T
thérapie factice (sons sans VNS, VNS Stimulation S S ik N : I f p montre une incapacité a détecter l'intervalle silencieux
’ s h S P dans la frequence de I'acouphene.

sans sons ou pas de traitement).

N P
% Sham therapy

3 weeks
after
therapy
ended

1 week
after
therapy
ended

Before 4 weeks
noise after
exposure exposure

10 days
after
therapy
began

20 days
after
therapy
began

Perception: Tinnitus Tinnitus No Tinnitus

Neural Activity: Abnormal Abnormal Normal

- Quels effets secondaires? - Théerapie efficace sur le long terme? Méme apres 3 semaines? - Est-ce que des bloqueurs des voies cholinergiques bloquent la reorganisation du cortex 7 -
Pourquoi on utilise le trauma acoustique ? Quelle autre méthode, peut étre moins compliquée, pour induire des acouphenes ? - Comment traiter les patients sourds qui n‘entendront pas les
sons de la stimulation? - Comment augmenter le rapport béenéfices/risques pour l'appliquer a la nouvelle génération d'acouphéniques exposée quotidiennement a des traumatismes sonores
(baladeur, discotheque, etc.)?

Sources de I'iconographie et références bibliographiques
1) Engineer et al., 2011 N.D. Engineer, J.R. Riley, J.D. Seale, W.A. Vrana, J.A. Shetake, S.P. Sudanagunta, M.S. Borland, M.P. Kilgard Reversing pathological neural activity using targeted plasticity Nature, 470 (2011), pp. 101-104
2) Turner et al., Behavioral Neuroscience (2006)
3) Nicolas-puel C, Akbaraly T, Lloyd R, Berr C, Uziel A, Rebillard G, et al. Characteristics of Tinnitus in a Population of 555 Patients: Specificities of Tinnitus Induced by Noise Trauma. Int Tinnitus J. 2006;12(1):64-70
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La connexine 30 : une avancée pour la recherche et
un grand pas pour le traitement des surdités

ALLARD C. ,BAQUE E., DELENNE S., HANVIC B., OHRESSER M.

Introduction

La surdité touche 1,2 a 1,7 nouveaux nés pour 1000

Les connexines impliquées dans l'audition

UE Master Neurosciences
L3 Médecine

Tuteur: Pr J. RUEL

Sensorialité

e

naissances. Elle est due le plus souvent a une perte de sont les connexines Cx30 et Cx26. Celles-ci m mextracellular
fonction de la cochlée. Dans 50% des cas, cette surdité est permettent de realiser le cycle du = C%D
génétique, dont 30% découlent d’'une mutation autosomique potassium. 1 2| [3] [a M
récessive du gene codant pour la connexine (Le nerf auditif lui |
- e I e o B B D
e . ; >
St fonCthnnel) A u ntracellular | O Q‘L/\)J
SV (Perilymph) NHo connexin connexon channel
0O0mYV,
5 mM [K*] COOH
20% i I Schéma des connexines
B Surdités non génétiques Colhective tissue
Surdités génétiques liées aux SM (Endolymph) e : otk
connexines 26 +80mV., UdpP- iction network
Surdités génétiques liées a 150 mM [K*]
15% d'autres connexines (30, 31...) SL
2 Surdités génétiques non liees
aux connexines ol OsC
ozl IV Ar .
15% : . ——— Stereocils endolymphe
Basila air cells = “lhk lial tissue \\ —7
membrane gap-junction ne umnh
ST omy, Mb
(Perilymph) 5 mm [k+] tectoriale
Protocole: manipulation sur embryons de souris in vivo a e ¥ o CCE
11,5 jours. —
Méthodes: transfection du géne de la CX30 gréace a = CCl
EUGO (électroporation) sur souris modifiées par la CB
technique des ShRNA (petits ARN interferents).
— Nerf Mo
auditif ngp
Resultats aire

La cotransfection du shRNA-Cx30 et du gene sauvage Cx30 annule la sous

expression et restaure la fonction auditive
dB -
o D

Faisabilité de la technique et exploration
fonctionnelle

Souris traitées avec EGFP, EGFP-fused B T,

120 7 5 Qg =
n n n V' n Sll Q E?(% _?
Cx30 (Cx non efficiente), et souris témoins. - 45" ~OC 00 - <4 1 E3 > P £x0
.gG ‘ B0 e) D p ™ p & ,
~ ‘:.“' ol S E T ‘éc T S" K
5q , T & T OS82 S
dB 60 - U = & S \
100 - C 0 Q c,g § @ 0
40 = I
a 1 I
20 L [l_n_[ . Cx30 . o - - g
| 0 - — - e .
. T 4,000 12,000 20,000 Hz
i scrambled plasmd tach n=5 B-AC“H — —

Cotransfection of shRNA-C = 30 and resistant-C < 30

0

4.000

12.000 20.000 Hz

1 EGFP-fused Cx30

Western Blot :

- Diminution de I'expression de la CX30
lorsqu’on transfecte shRNA-Cx30 seul.
- Restauration du niveau d’expression
lorsqu’on ajoute le gene sauvage.

La distribution d’EGFP et de la Cx30
endogene sont corrélées:

utilisation d’EGFP-Cx30 thérapeutique
(=efficiente) envisageable.

Seuil d‘audition (dB) en fonction

des plasmides transfectes :

- scrambled (témoin)

- ShRNA-Cx30: downrégulation

- Gene sauvage + shRNA : fonction restaurée

M EGFP M Nontraitée

Implantation solide du transgene,
modification du seuil d’audition.

Sans

On transfecte ShRNA-Cx30 par EUGO dans une cochlee de souris pour constater la

sous expression des Cx30 endogénes due a ce ShRNA transfecté @ Resultats obtenus en terme de potentiel endocochleaire (en mV)

mV
140 -
190 - Sur des souris Cx307, on réalise une transfection
du gene codant pour la Cx30 , au niveau de l'oreille
100 7 gauche.
a0 On observe, en comparant les oreilles: droite (non
traitée) et gauche (traitée), que le potentiel est
60 - restauré a gauche.
40 -
. 20 -
Expression de Cx30 endogene a P30 Expression de Cx30 dans une cochlée de souris a I—-—I
0

P30 apres transfection de ShRNA-Cx30 par EUGO

Non-treated side (right) Treated side (left)

Conclusions

. y , - . - Succes du modele ShRNA, permet la premiére étude in vivo dans la surdité génétique
Enregistrement des potentiels evoques auditifs de souris avec ou sans

transfection de Cx30 a P30:

La Cx30 permet la restauration du cycle du potassium - Efficacité de la transfection en amont de I'expression du gene, prochaine étude sur

une autre fenétre de tir

90 a0

85
80

- Difficultés d’adaptation a ’'Homme: différence de développement de I'appareil auditif,

85
80

~ W . N . - . y . . s
T 75 e e el fonctionnel des 3 mois et demi in utero. Pertinence d’une intervention plus précoce que chez la
™ 70 /\/\\\/\/_’\/ 70 — S o SOUI‘iS ?
W Oreille non traitée :
s ——— surdité profonde
>0 Bibliographie:
— T — \—‘—/"—F’\ B [ . . N n . . . .
22 - — — - Mouse otocyst transuterine gene transfer restores hearing in mice with connexin 30 deletion-associated hearing

35 loss (Toru Miwa, Ryosei Minoda, Momoko Ise, Takao Yamada, Eiji Yumoto)
- MOLECULAR GENETICS OF HEARING LOSS ( Christine Petit, Jacqueline Levilliers, and Jean-Pierre Hardelin )
- www.ecoleaudioprothese.saintmalofougeres.cci.fr

- www.cochlea.org

Oreille traitée: normo-entendante

- Transfection par EUGO fait ses preuves (Cf Schéma) chez la souris
Problémes éthiques : passage souris @ homme, vecteur intégratif ? Alternatives possibles ?

Remerciement au Pr J. RUEL



Au dela des implants : le reveil du cerveau sourd
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Introduction : Rappel : physiologie de l'audition normale

Les implants auditifs ont fourni l'audition a des milliers de -~ \

personnes sourdes dans le monde. Cependant, la technologie \ Schéma de Poreille normale
des implants arrive a ses limites de nos jours, alors que le e (3 gauche)

chemin vers une perception auditive se rapprochant de celle P S
d’un systeme auditif normal reste long. Actuellement, la
recherche se concentre donc sur le second partenaire du
systeme auditif de I'implanté, le cerveau : apprendre au - S L
cerveau sourd a utiliser un implant permettrait-il d'augmenter I 4

! ! . Formation
vestibulaire (VII) siculée
Neurone

les bénéfices perceptuels de I'implantation ? S

La voie auditive primaire (a
droite)

Mateériel et méthodes : Différents types d’implants pour différents types de surdité

Structure d'un IC : 1 = processeur ; 2 = antenne ; Structure d’'un implant du tronc cérebral Les types d’implants et leur localisation

, , Une partie de I'implant ABI est implan chirurgicalement et une autre est externe. Il
— — 1 m . 4 — I t d fonctionne en envoyant une stimulation électrique dans le noyau cochléaire du tronc
3 _ p a r L e I p | a n te e ) — e e C ro e S cérébral afin de produire une sensation de son.
.u“‘-/

Dans le dispositif
externe, le son est capté
par un microphone, et le

transforme en signaux / - . . o
numériques, ce signal ( L'implant délivre Ie.s.5|gnaux
AT e \._ @ ® | aux électrodes pos'ltl.onnées
processeur vocal qui le \y sur le noyau cochléaire.

Les électrodes stimulent le
noyau cochléaire,
produisant une stimulation
qui peut étre interprétée

convertit en impulsion  Les signaux codés sont renvoyés le
électrique selon un long du cable a la bobine de
codage spécial. transmission. Celle-ci envoie les

Implant du tronc cérébral (ABI et PABI) : Implant du mésencéphale : pathologies des

V4 . A o / . , . . . _- . ). o
Implant cochléaire (IC) : surdité neurosensorielle nerf cochléaire non fonctionnel voies sous-jacentes au site d’'implantation

De plus en plus central

Résultats
500 - Développement longitudinal (n=231) Rat J 1 O Rat 2M
100 . il B \
J v Age de 'implantation (années) 3 - -
t e 05-15 : . |
400 - o 1.5-25
80 - M ABI, NF2 (n = 220) X 25 35
] PABI, NF2 (n=10) 35-4.5
E |:| Non-NF2 (n = 29) —~ 200 4 4.5-55
= M ci(n=30) E 5.5-6.5
E e i
) o - >6.5 -
> ()
2 o
= (0]
= 40 - o 200 - - -
:5 5 - - - -
© =2 - - -~
3 S i wp *
8 .- =
g  20- 100 -
S e
o — A_
O 1 1 E— 1 — 1 1
0-20 21-40 41-60 61-80 81-100 0 T I T T T T T T T |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Mots corrects dans une phrase (en pourcentages)

Fig.1: Etude comparative des performances  Fjg 2 : Plus I'implantation est précoce, plus I'adaptation Fig.3 : eurones du cortex auditif primaire

de reconnal>sance de’.mots des utilisateurs afin d’obtenir une performance auditive normale est immature (3 gauche) et en fin de
des différents types d'implants rapide. Au-dela de 6 ans, les utilisateurs d’implant ne développement (3 droite)
N i"’/'yféﬁii”ve)' retrouvent pas une performance optimale. T EE— e
\ 140 - B Non entrainés | 5
0 B Entrainés . i
N v $ 120 - AL S
Cortographis somcore Fig.4 : Mise en place de la : T ) g o
— cartographie sensorielle (A §2
chez le chat i T3
) v £
9 S’.g 20
oo o
Chat adulte : _ gﬂ 60 - o S X ) o
Cartographie sensorielle bien nette g Polysensoriel (S+V) L Avant Aprés Plus tard Avant entrainement | Aprés entrainement Généralisation
S Polysensoriel \. \ Moment du test Phase de test
SEEN . . . ’ ° e o . . . - - . ’ °
N e l Fig.5 : Des stimuli vocaux reguliers et suivis Fig.6 : Des stimuli extra-linguistiques reguliers et
v dans le temps améliorent les performances de suivis dans le temps améliorent la reconnaissance
v Chat blanc sourd adutte: | Chat blanc sourd adute mpiante: | listinction des phonemes d’un utilisateur d’IC.  de la parole en général chez I'utilisateur d’IC.
_ Cartographie sensorielle nette| (Cartographie sensorielle nette pour
Chaton blanc sourd: seulement pour S et V, aire A| S,V et"A"
Polysensoriel mais sans auditif polysensorielle = reponse a la stimulation électrique

Conclusion: L'implant cochléaire donne a ce jour les meilleurs résultats. lls peuvent étre potentialisés en exploitant la plasticité

cérébrale : une implantation précoce suivie d’'un entrainement auditif adapteée sur le long terme sont nécessaires pour obtenir les meilleures
performances auditives possibles. Reste a étendre ces avancées aux autres types de surdités ne pouvant benéficier de I'IC.

Bibliographie : David R. Moore & Robert V Shannon, Beyond cochlear implants : awakening the deafened brain. Qian-Jie Fu & John J. Galvin Ill, Maximizing Cochlear Implant Patients’
Performance with Advanced Speech Training Procedures. Jeremy L. Loebach & Tessa Bent, www.medel.com/fr www.cisic.fr www.neurelec.com www.has-santé.fr www.cochlear.com
www.orl-marseille.com www.cis.gouv.fr www.airdame.asso.free.fr www.cochleefrance.fr www.cochlea.eu

Merci au Pr Jérome Ruel
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Introduction IMPRESSION 3D

L'impression 3D, utilisée couramment en industrie pour la création de maquettes et de prototypes, fait Technique de fabrication additive developpée pour le prototypage rapide

désormais une apparition tres prometteuse dans le domaine meédical!
Une équipe de I'Université de Princeton a réussi a créer un pavillon bionique grace a cette technique
d’impression 3D. 1. Modelage par dépot RAIL (AXE 2)
Cette découverte laisse présager de grandes perspectives d’avenir dans plusieurs approches cliniques : de matiere en fusion.
chirurgie réparatrice, greffe, microtie.

3 techniques:

SERINGUE

RAIL (AXEX) pap (AXE 2)

2. Frittage sélectif par
laser

3. Stéréolithographie

[ 18,,
(46 cm

Imprimante Fab@Home:

- Conception Assistée par
Ordinateur (CAO)

{

A} A o H— - Format Stéréolithographique ~—
La forme complexe du pavillon permet : , :

- D’amplifier et de focaliser du son dans le conduit auditif externe - Extrusion par une seringue PLATEFORMEDE 13.5"
- D’assurer la protection physique pour le reste de l'oreille DEEOL (47 cm)

~

Mots clés: ingénierie tissulaire, impression 3D, organe cyborg, CAO.

1. ’IMPRESSION D’UNE OREILLE BIONIQUE 2. TESTS BIOLOGIQUES 3. TESTS ACOUSTIQUES

Distribution uniforme S ~
des chondrocytes et
développement de
nouveau cartilage

Réseau de nanoparticules d’argent
dans l'oreille bionique.

1. Maquette de lI'objet numérisée
grace au logiciel de CAO.

2. Conversion du fichier

Tests Stéréophoniques :
en format STL.

- — - : . ,
oscilloscope numérique e émetteur de sons
champ libre

Accumulation de la matrice

3. Découpage en couche. extra - cellulaire B ey el L e oS 23 el

de l'alginate

1.6
1.4F
12§
1.0 F

4. Utilisation de 3 matériaux
fonctionnels pourla 0s}
0.6

construction, au niveau : |

02§

0.0 A A A A
14 28 42 56 /70

L d msr , - * Structural : Silicone Tl I cileiie (Hess) .
R
,, . 14 (

HYP (ug/mg)

Chondrocyte viability (%)

Before seeding After seeding After printing

\n
e ¥

g

Résultats :
Vé Vd . /
Tests stéréophoniques | — éﬂ 1d b —_— |
V(7 . - SN ,

, * Biologique : =12

" £ 10

. = s salisés en champ libre . 5 |
. , - . = réalisés en champ libre. /
"." &‘H’ Chondrocytes précultivés % o % ’
. avec de l'alginate ; Représentation graphique de "y y
P ’/ v . d’hydrogel & s . X " . la réception sonore (voltage) |
: < ‘ 14 28 42 56 70

Y (densité = 60 millions de Time in culture (days) 14 28 42 56 70 par loreille droite et gauche (

Time in culture (days) sur 1 ml||lseC0nde

“ - cellules/mL) Rouge : chondrocytes — alginate ~ :(, S
‘ . Bleu : alginate La comparaison des courbes & éOA o
" - d’émission et de réception : :; 25 V %
: ¥ g el S -so} K
o W =1 * Electronique : , , 7.5}
Conservation de Ia - Conservation des SIgnaux — . |
de réception propre a l'oreille > (;03 | | > '
Nanoparticules d’Argent structure droite et gauche T , W'\ g 003}
. . w : , I 000 & | % 000
apres 10 Semalnes de -> Stereophonle conservee. —g' ool v 'g !
Bob.lm? de fil electrlqu’e culture - mais bruit environnant OO0 07 02 03 04 0506 07 08 05 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 12
imitant une cochlée capté. Time (ms) Time (ms)

Autres résultats avec des fréquences allantde 1 MHza 5 GHz :

5. Impression couche par couche - La gamme de fréquence physiologie de ’'Homme
i | normale étant de 20Hz a 20 000 Hz avec une

discrimination plus importante pour la gamme 1000Hz
4000Hz.

- Il a été mis en évidence sur cette représentation
graphique du coefficient de transmission en fonction de
la fréquence; la captation sonore de fréquence inaudible
pour I’lhomme

=» Obtention d’un pavillon
bionique dépourvu de
cartilage : nécessité d’une

A i
7 9

10 10° 10 -> dans la gamme des MHz et GHz apportant ainsi une
mise en cultu re o oo Ala audition "Supra humaine" grace a cette oreille bionique.
. Amélioration de la prise en charge de Médecine personnalisée (CAO) : Bioprinting : \
/ Conclusion et or 5 D (CAO) pHntns
) pathologies :
Perspectlves * Protheses (auditives, osseuses ...) Création de tissus et d’'organes transplantables

(peau, vaisseaux sanguins, oreilles, rein, foie, os ...)

* Chirurgie (réparatrice ...) * Greffes (organes, tissus)

* Microtie :
Malformation congénitale de l'oreille
entrainant hypoacousie et surdité

|/
.

( Sources Bibliographiques ( Remerciements

Plan de I'imprimante 3D: Fab@Home http://creativemachines.cornell.edu/papers/RPJO7 Malone.pdf; . . R . . . . . ;7 .
SCIENCE VOL 340 7 JUNE 2013 page1163 ; NATURE NANOTECHNOLOGY VOL 8 JUNE 2013 www.nature.com/naturenanotechnology : Nous tenons a remercier Dr. Jéerome Ruel, Dr. Sylvie Thirion, Pr. Alain Enjalbert, I'equipe

MOVIE 1 HI RES de Michael McAlpine ; MIT TECHNOLOGY REVIEW vol. 116 no. 5 technologyreview.com demo ; MOVIE Fox Business de recherche de I’Université de Princeton ainsi que le personnel de la Faculté de
the Bionic Ear ; pubs.acs.org/NanolLett : 3D Printed Bionic Ears ; The New Yorker, Nov 25, 2013 the body electric by Kim Tingley. \ Médecine de Marseille pour leur aide dans la réalisation de ce projet /
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Introduction

Cellule de Fépithélium
pigmentaire

Dans quelles mesures l'optopharmacogénétique permet de controler les neurones en agissant sur les cellules rétiniennes
ganglionnaires dans le cadre de pathologies dégénératives de la membrane externe de la rétine ?

Materiels & methodes

\oltage (mV)
—70

N h A y i jecti 2tini iologi Déclenchement du potentiel
on pathogene, trés peu immunogene, - . . s ..
Intégration aléatoire limitée d’action dans les CGR
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Resultats

Sauvage ChR2 +

Faible intensité
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Teémoin

Forte intensiteé
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TTX — Réponse physiologique

~ Réponse médiée

par ChR2
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Visual response to running cat
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Introduction :

Au cours de l'audition, le son traverse I'oreille externe puis moyenne, pour arriver au niveau de I'organe de Corti situé dans l'oreille interne. Le basculement des stéréocils de la cellule
ciliee interne provoque sa déepolarisation. Le transporteur vesiculaire du glutamate VGLUT3 libere dans |la fente synaptique le neurotransmetteur, lequel excite la fibre auditive. Au niveau
du systeme nerveux central, VGLUT3 est exprimé par des cellules non-glutamatergiques alors qu’au niveau de la cochlee VGLUT3 est exprimé par les cellules ciliées internes qui
utilisent le glutamate comme neurotransmetteur.

Chez la souris en I'absence de VGLUT3, on observe une surdité profonde, des crises d’épilepsie ainsi qu’une perte neuronale.

Cette surdité est-elle réellement provoqueée par le déficit en VGLUT3 ?

Organisation de I'organe de Corti La synapse auditive présente un aspect en ruban

RIBEYE

RIBEYE RIBEYEg#

(S

-

Immunocytochimie: marquage de RIBEY pour observer le pole
synaptique. Dans la cellule ciliee interne, seulement VGLUT3 est préesent.

Expériences in vitro sur des souris knock out (KO) pour le transporteur VGLUT3 comparees a des souris sauvages (WT)
Consequences morphologiques

et fonctionnelles de I'absence Analyse de [Iexocytose : on Coloration au bleu de toluidine d’'une coupe de cochlée : on
de VGLUT3 dans enregistre par la méthode du patch retrouve des synapses moins nombreuses au niveau des cellules
= = clamp la capacitance membranaire ciliées Iinternes ainsi qu'un amincissement de la fibre nerveuse

des cellules ciliées internes auditive chez la souris KO VGLUTS.
07 _o Sic17a8" (n=15: P12-P18) Le glutamate semble jouer un rdole neurotrophique sur les
] Sic17a8* (n=17: P12-P18) fibres du nerf auditif, son absence provoquerait donc une perte

neuronale.

.
Differences de taille Ew-

notables des veésicules p

synaptigues au hiveau R a0-

de la ligne latérale entre S e wT

les modeles WT et
VGLUT3 KO chez le 10 -
poisson zebre

mid-turn

En 3 g " \\1\ KO
transmission, on ne note pas §° T~
d’anomalie morphologiqgue majeure o T
au niveau de la cochlée. = , | | |
IHC: cellule ciliée interne; OHC: cellule ciliée 0 50 100 180 200
externe; a: fibre afférente; e: fibre efférente Time (ms)

Electrophysiologie in vivo chez les souris KO pour VGLUT3

On procede a une
electrocochléographie  chez |la | | o | | |
souris WT et chez la souris KO a On pose un Implant cochleaire qui stimule électriquement la /Pour étudier le fonctionnement des récepteurs post-
'aide d’une électrode apposée sur cochlee. Les potentiels évoqués provenant de la cochlée et du [ synaptiques du glutamate, on administre dans la fente
la membrane de la fenétre ronde. tronc cérébral (ABRs) sont ainsi enregistrés. synaptique du kainate, un agoniste des récepteurs
A AMPA.
. A B E 100 pM KA 2 100 pM KA
Sic17a8" Sic17a8" Chez la souris KO, on - pap—y.
n’enregistre pas de el e i
\[) [ : ', e
A lem e deehee [ potentiel daction (PA) | acousicer ABRs pod | 2 A e e
ce qui traduit une |
£ ‘ — [N —— ; . e s E i ]
A\ naali s absence d’activité Y | o 50 pAl
| dans le nerf auditif. emﬂuimlﬂﬂﬁsw\/\/.y\/\ | P 5
a1 L had .. S Ca T\ Le potentiel de 3 | 3
" sommation (PS) lul | T | NI
A ~ 10 uM Trxl,. IL
AV e B ST est normal : la cellule -
ciliee interne - | ’ | _ : .. .
T - . fonctionne Une activité électrique est présente chez la souris KO, les fibres du On observe via un patch clamp dendritique In vitro des
S Tout le versant nerf auditif sont donc fonctionnelles. courants entrants chez les deux modeles murins: le
e 10—~ | post synaptique L€ défaut ne vient donc pas du nerf auditif lui-méme mais bien recepteur AMPA implique dans l'audition est donc
. =) chez ces souris ne  dunélément absent dans la fente synaptique. fonctionnel chez la souris KO et n’est pas

fonctionne pas. esponsable de la surdite.

= La surdité observée provient donc de I'absence de libération de glutamate dans la fente synaptique en raison de I'inactivation de son transporteur
vésiculaire VGLUTS.

Conclusions

* Le gene codant pour VGLUT3 nommeé Slcl7a8 a été identifié sur le chromosome 12 dans une zone qui contient des loci impliquées dans la surdité genétique DFNA25 observée chez 'Homme.

« Cependant, Il existe des discordances entre les phenotypes murin et humain. Chez la souris, le glutamate est absent de la fente synaptique par inactivation du gene codant pour VGLUT3. Chez
'Homme, le gene Slc17a8 est muté mais pas KO : on ne nait pas sourd.

« Ce gene muté serait donc implique, a I'inverse du modeéle murin, dans un exces de libération de glutamate par VGLUT3 entrainant une excitotoxicité et a terme une presbyacousie précoce.

* Le nerf auditif demeurant fonctionnel, un implant cochléaire permettrait de restaurer I'audition chez des patients atteints de surdité profonde.
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. Dans lI'audition normale :

.Un seul type de synapse : entre la cellule ciliée interne et le neurone

auditif.

.Physiologiquement, un neurotransmetteur, le glutamate, qui se fixe su
un seul type de récepteur : le récepteur AMPA.
.Le glutamate induit une excitotoxicité lors d'une libération excessive |
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cellules externes

Gidosvet L

. -.*‘}‘ , membrane
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et provoque des pertes auditives temporaires visible sur un Son traumatique : 3 _13 ‘ «[Audition normale
audiogramme clinique (TTS) . Fréquence pure 3 o0 . /=

. . . y ° y . wy {Permanent Threshold Shift)
.Dans I'hippocampe, il existe un mécanisme de régulation du nombre 6kHz, 115-130 dB, 15 9 -38 ' Pertes udiehves dfinnives
’ . . L - - =Apoptose/cellules ciliées
de récepteurs AMPA membranaires. 1,2 min. T g | | o Jourt
1 4 [ ] [ ] u
.Le but de ces travaux est de caractériser l'existence d'un @ 601 | —— Jours | TTS temserarymrasnacsnm
y . y . y T -/70 —o— Jour 30 Pertes auditives temporaires
mécanisme de régulation des récepteurs AMPA de la synapse S 8o - Excitotoxicite/récepteurs AMPA

I

0,1 1 10 o0

auditive, et s'il existe, de déterminer son impact sur la fonction
quditive ?

Fréquence (kHz)

1 4 14
.Méthodes: Résultats::
140 -
ola urface o o o e, 7 e Total GluR:2
et GaE s gt T Figl: Variations des taux de sous unité GluR2 en réponse  — @ AMPA
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On réalise des cultures cellulaires °°"% : 2 d . = 100~
de neurones auditifs chez des pen ant 10 minutes. £ a0 -
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Observation des cellules par microscopie . . . @ .
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lavage de cochlées = [T i * . . :
2: Immunohlstochlmle: - refroidissement a 4°C, lavage avec une S 80 A Flg2° EffEtS dES antagonlstes dES recepteurs AMPA et NMDA
4 g o \ \ o r
Méthode de localisation de protéines par détection Solution EZ-link NHS-SS-blOtlHE(lmg/ml), 9;:« (DNQX d 20 l.lM Et APV d 50 l.lM) sur le taux dES sous unltes GlllRZ de
d'dAg 6;111 moyehn d'Ac (grimaire et lsecond;ire) couplé pH3 N - T 901 . L surface. Expérience mettant en évidence le rétro-controle des récepteurs
a des fluorochromes dans une solution de - application d une solution 'inhibiteur o : T I T , A , , .
Périlymphe artificielle. e e sirnal) 3 40- |5 | AMPA et un éventuel réle des récepteurs NMDA dans cette régulation.
Par exemple : utilisation d'anti-neurofilamentde - incubation avec de la steptavidine couplée a U“%) o0 4l - <|| 8 IS
lapin, anti-GluRz2, anti-biotine de souris... des billes magnétiques a T° ambiante £ 3| » é = é é é é
e e e -récupération des billes, rincage, o LLSII 5l < HIRIE zll=z]l=
/)\\ centrifugation
“v - incorporation d'enzyme (inhibiteur de N 0 T Flg4: Quantific ation
e protéase) avec une solution tampon pour le P, r 2t - . » _ 3 .,
2 el western blot Flgj' \?r;;ion duseuil | e f;fi" a“gf'fﬁ - * de lasous unité GluR2 12 |
S —9 o ————— 1t1 -8~ Surface GluR2 = .
= Biotine "8 g, o / ?ll lt.l ( d 1)' cn . < 50 @ E en fonction du 100 | I T I
.---.ED B . °
s dOIlCtIOIl € exprlessmn @ 0 g ¢ trauma acoustique et - ' I
T | I ° ’ \ ) - g = , A 0
T —. #m%‘ 1 es sou]s) unités GluR2a = .| = en présence d'agents * ) *
— uoroscéine : ; - — r -E (D~ o [
!” D - o d Membprane apres _g 41 30 ; pharmacologlques. % I
Etape 4: lavage de la protéine non fié C = y 4D -
e traumatisme ©10 | 10 % Onremarquequ'en 2
4: Western Blot: e acoustique.(bruit large > S présence dantagoniste 5 20
i 14 \ - ]
Aprés marquages, elle permet »mi. bande de frequence 14 » 9 1 10 3 des récepteurs AMPA ce 0
d'identifier une protéine selon son AT~ kHz. d'i -y L =) . , - — & =
okHz, d'intensité 116dB). s 3 = >
poids moléculaire grace a une Frape e avagecelaprerdnance 1€ N ',] ditif '1)’ ’ 20 10 o s 0 % dernier nest plus e a =) E % e+
v s sanrace | el oo emps apres |'exposition au bruit (min , : T +
R : avec le nombre de présence de bruit.
Q = R ”WL recepteur AMPA.
O e v B H ~ Total Surface 40 4 8 kHz 40 41 20 kHz 40 1 452 kHz
S o o o e o con temps apres le bruit 7 o Apr et ]
e e = cerveau cochlee sansbruit 2min  20min  1hr SD: e SD: BD:
Jiigar anie Aisborndionrets T —— : GIUR2 - — B s 110 kDa &2 =0 - | 0 - \\'
5: Potentiels évoqués auditifs: 5 1 M "7 N 0] .8
Mesure objective des seuils audio métriques reflétant I'activité des nerfs auditifs de la B-actin . S 42 kDa 'é o - M 0 - 0-
périphérie au cortex. Expérience réalisée sur des souris anesthésiées avant et apres |'exposition — S ——. o —————————
a un bruit traumatique ( 1 — 40kHz). Recueil réalisée grace a des électrodes d'enregistrement de O e exsition o bmﬁ'min}m 50 o = 40 8 80
surface positionnées au contact de I'oreille testée ainsi qu'au vertex. L'activité des cellules Fios: F . del .. Fio6: Variati d 3 | di e
ciliées externe est enregistrée grace a la technique des produits de distorsion acoustique : rigs. EXpression de la sous unite rigo. driation u Sseuil audiometrique €n
DPOAEs. v GluR2 avant et aprés trauma fonction de la stimulation. Les cochlées sont
v acoustique en western blot. stimulées avec chacune une fréquence (8kHz, 20kHz,
| I 1] . . . . ’ .
Quantification de GluR2 membranaire 45,21(HZ). Les variations du seuil audlometrlque sont
= aprés un trauma acoustique. On examinées apres l'exposition au bruit. Les seuils
et remarque une récupération de ces audiométriques pour fréquence aigu ne récupere pas
ms .
récepteurs 1h aprés cette stimulation. totalement, on est dans un trauma acoustique.
.Conclusions et perspectives : :
| , . . , Apres traumatisme acoustique : Phénomeénes de
[l existe un phénomene d'internalisation des récepteurs AMPA au : :
réparation de la

niveau post-synaptique des neurones auditifs suite a la libération de .Cellule ciliée externe .La synapse:
glutamate par les cellules ciliées internes de la cochlée. On peut noter
qu’il existe une implication des récepteurs NMDA dans le cycle
d’'expression des récepteurs AMPA en condition pathologique.
.L'ensemble de ces processus concourt notamment a diminuer
I'excitotoxicité glutamatergique et permet ainsi une protection
endogeéne de notre audition. Il existe un antagoniste a large spectre du
glutamate, le kynurénate3, qui permet une protection partielle de notre
audition contre certains dommages provoqués par une stimulation
sonore trop intense. Celui-ci, en inhibant les récepteurs AMPA, empéche
I'excitotoxicité. Toute fois, il ne permet pas la préservation des cellules
ciliées externes, elles aussi capitales a notre audition, qui disparaissent
par un autre mécanisme : I'apoptose.
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Introduction Méthodologie

5 . Physiologie de la synapse auditive 1) Transfection AAV1-VGLUT3
La surdite est un des déficits sensoriels les plus courants chez I'Homme, on \0‘ "REP | CAP
en distingue deux types : congénitale et acquise. On recense 1,5 cas de Cl DNA VGLUT3
surdite congenitale pour 1 000 naissances, dont les 7. sont d'origine + ] B ogagﬁ c 9 tour AAVA-VGLUT3 AAVA original
génétique. Parmi elles, la plus fréquente des surdités de I'enfant est lige & "™ —> O | ] ,
- Injection du vecteur dans la cochlee Gene VGLUT3

une mutation du gene codant pour les connexines. .
- Reconnaissance et endocytose par les CCI

- ADN viral non intégre dans le génome
VGLUT3
Vecteur viral
~CIED
CClI

2) Techniques chirurgicales

Ici nous nous Iintéressons a un autre type de surdité congenitale, la '
DFNA25, causée par une mutation dans le gene codant pour un
transporteur vésiculaire du glutamate, VGLUTS3.

Cellule ciliée interne
(CCI)

Gluta.mate

Tous les traitements actuels s'averent n'étre que symptomatiques : ils ne
traitent pas la mutation genetique causale, d'ou la volonté d'élaborer un
traitement étiologique par thérapie genique.

3) Enregistrement des Potentiels
evoques auditifs (PEA)

Le modele animal utilisé est, par excellence, la souris KO pour VGLUT3 : le
transporteur du glutamate etant absent, les vesicules synaptiques sont
vides. Il n'y a aucune libération du neurotransmetteur et donc pas de Caze
transmission du message nerveux.

Electrodes placées sur le crane enregistrent:

- | : potentiel d

] . d’action du nerf v
Cochléostomie AT Lo

Canal Auditif
) 4

On va ainsi tenter de rétablir I'audition en amenant le gene médicament
par thérapie génique, pour restaurer I'expression de VGLUT3 et peut-

étre la transmission synaptique dans les cellules ciliées Tympan - LL VIV .
' Fibre auditive Injection a travers la noyaux relais du o 1+ 2 3 4 5 ms
fenétre ronde tronc cerebral

Expériences et résultats

1) Transfection AAV1-VGLUT3 dans la cochlée 3) Stabilite de la récupeération 9) Restauration incomplete de la morphologie
- fonctionnelle dans le temps | synaptique
 L'Anticorps anti VGLUT3 ne marque que les CCI. Apres transfection on £
a donc une e>_<preSS|on localisée de VGLUT 3 dans les CCI, comme Seuils audiométriques obtenus par PEA au cours du temps A _
chez les souris sauvages. * Role neurotrophique du glutamate ?
- - 100
« Expression de la transfection selon le stade de _. s ! ! /
développement de la cochlée % 80 - _:_ ﬁg“"age Nombre de neurones du ganglion spiral
g 70 - —a— Cochléostomie
g 60 - —=— Fenétre ronde
:5 5[] =
Transfection via _S e KEF -_= >
la fenétre ronde S o P = 1~b—g5 I3+ £ % =
aJ10 C—SU .
$ 10 -
IHC 0 ' ' . ' ' : SNV LR (L U S
Transfection via P NUYD BB B AD D 0N D RO AR AR D D D
la fenét d | - : \ _ »
:Je:e A aRCUgLTEE D ‘ T e Souris sauvage KO Aprés transfection
Marquage des CCl (Myo7a)  Marquage de VGLUT3  Co-marquage (Myo72-VGLUT3) - Souris KO : aucune reponse electrophysiologique Souris KO et transfectées : 18% de neurones en moins par
: : : : - Apres transfection : rapport aux souris sauvages
 Expression selon la technique chirurgicale « Récupération de seuils audiométriqgues normaux en moins de 2
- Cochléostomie : recupération fonctionnelle chez 17% des souris semaines - Perte neuronale = Neuropathie auditive
- Injection via la membrane ronde : récupération chez 100% des souris « Stabilité de la restauration fonctionnelle
2) Effets de la transfection sur I'audition : 4) Restauration complete de I'audition pour « Restauration de la morphologie du ruban et
tests fonctionnels toute la gamme de fréquence de I'audiogramme des vesicules
Potentiels evoqués auditifs (PEA) Seuils audiométriques obtenus par PEA apreés transfection . . . :
Microscopie électronique du ruban synaptique
Souris sauvage Souris KO Apres transfection — /‘ /\ /\
88 aesn,_,i!'. f / A ——— #-L.'n, ||n' R 90 -
ey ":}nwm__ I o PRy Y ﬂn".,'l"l"". R
I'n\p W W i PR I”| MWW % 80 -
68 dBSPL e AP N PP NP P P W P ~ |
s;msm._ﬁ,kﬂ.’"\,—;\_ﬂfm_--h_u. e W VPRI I S \./";b AP 3 0
58 dBSPL - e s %IWW 8‘ 60 -
szmsh._muwf"\_ph_k__,«q_—h_ﬁ.___ T T AV AW, WA PR ..q:_s 50 -
@l A SN — e e A\ A e S 40 -
GBIBEPL e N e A e, A N S S e, O —+— KO
T T A S e Y S P . S 30 _._gauxalaget .
/7 o B B | . e © | —— ocA éostomie . .
::ﬂ* oA % ™~ K% fg g Souris sauvage Aprés transfection
e et e et et i 5 -
234B5PL e e S| o BN NP e TN i it o e o )
3% R e — il Ml oottt (e ot mn b o oo s 5 @ " click | 8KHzZ | 16Kz | 32KHz —> Veésicules allongées —> Vésicules circulaires
Stimulus (anormales) (normales)
- Souris sauvage : seuils audiométriques dans la normale (environ 30 dB) | _ |
- Souris KO : pas de seuil, surdité totale Restauration de la fonctionnalité de la cochlée de la base a I'apex,
- Aprés transfection : récupération fonctionnelle des seuils audiométriques .e. du codage des hautes et basses frequences respectivement.

Conclusions et perspectives

Obtention d’une récupeération fonctionnelle compléte chez des souris sourdes profondes. C’est le premier succes de thérapie génique de I'oreille interne.

1) Existe-t-il chez ’homme une surdité impliquant Les différentes physiopathologies possibles de DFNA25 et leur Expérience & réaliser : démonstration de I'excés de glutamate dans Ia
VGLUT3 ? traitement potentiel synapse In vivo
Chez 'homme VGLUT3 est codé par SLC17A8 et de nombreuses M o Ond%jgﬁitr:trice
études ont montre le lien entre le gene de VGLUT3 et la DFNA25. AAV1-VGLUT3 () g

DFNA25 est une surdite non syndromique correspondant a une 1) Défaut de Nerf e NADPH | o

presbyacousie précoce liée a la mutation faux sens 632C>T (Alanine remplissage de el I = licroscopie 2

remplacee par une Valine). la vésicule ! U %

= e ® Glutamate Glutamate A > Alpha Céto-Glutarate
2) Le modele KO de VGLUT3 reproduit-il la 2) Excoside . Vo i
. . min tamin -
physiopathologie de DFNA25 ? glutamate dans Synthase. o b
la vésicule : GLAST : e _ - -

B il oLt B o e cliitamat N 3) La méthode d’injection utilisée pour administrer
- : modele réductif par perte de la libération de glutamate \ VGLUT3 Muté ) o o
- Ne reproduit pas I'atteinte humaine : pas de surdité a la naissance, mais \N} D VOLUTA N | le ,gene m_edlcament_eSt elle utilisable en
presbyacousie précoce . GLUTS Norma therapeutique humaine ?
- Hypothese : Il s’agit d’'un gain et non pas d’'une perte de fonction (VGLUT3 D-Aspa{tate Cellule de Soutien :
remplit trop les vésicules de glutamate = Excitotoxicité) . Modele avec Gelfoam ®
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