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1. INTRODUCTION

Afin de découvrir et de comprendre leur environnement, les mammiféres sont dotés
de sens. Plus de 7 millions de photorécepteurs sont indispensables a la bonne acuité visuelle.
Par comparaison, I'organe de I'audition mammalien, I'organe de Corti, ne compte que 15000
cellules réceptrices des sons, ce qui fait de lui, 'une des structures les plus remarquables.
Cet organe a l'architecture caractéristique se situe dans le canal cochléaire au niveau de
I'oreille interne des mammiferes et de par son arrangement cellulaire hautement ordonné, il

est sans doute I'un des systemes les plus étudiés.

La plupart des études sur I'organe de Corti ont été pratiquées chez la souris (Ruben
1967 ; Sher, 1971) mais d’autres mammiféres tels le rat (Abhouh et al., 1994 ; Lenoir et al.,
1980 ; Malgrange et al.,, 2002 ; Mu et al., 1997 ; Pirvola et al., 1990 ; Zine and Romand,
1996), la gerbille (Arjmand et al., 1988 ; Spicer and Schulte, 1994), le cochon d’Inde (Pujol
and Hildind, 1973 ; Thorn, 1975), le hamster (Kaltenbach and Falzorano, 1994), la chauve
souris (Vater and al., 1997), le chat ou encore le chien (Pujol and Hilding, 1973) ont été
utilisés comme modele expérimental. Malgré la complexité de cet organe, son arrangement
et sa structure semblent similaire au sein des mammiferes euthériens (Pujol et al., 1998).
Cependant, notre connaissance de son développement reste trés parcellaire. En particulier,
la mise en place du cytosquelette au sein des cellules de I'organe de Corti durant son
développement a fait I'objet de peu d'études et de nombreuses zones d’ombres restent a

éclaircir.

1) L’oreille

Les principaux éléments structuraux de l'appareil audiovestibulaire sont l'oreille

externe, I'oreille moyenne et I'oreille interne.

L’oreille externe permet la réception des ondes sonores, canalisées vers la membrane
tympanique. Elle est essentiellement constituée de I'auricule (pavillon) et du conduit auditif

externe (Wheater et al., 2001).

L'oreille moyenne, remplie d’air, permet aux ondes percutant le tympan d’étre

converties en vibrations mécaniques par le biais de trois osselets (le marteau, I'enclume et



1. INTRODUCTION

I’étrier). Ces vibrations sont transmises a la cavité remplie de liquide de I'oreille interne

(Wheater et al., 2001).

2) Oreille interne

L’oreille interne est constituée d’une structure interconnectée remplie de liquide, le
labyrinthe membraneux, engainé dans une portion osseuse, le labyrinthe osseux.
Le labyrinthe membraneux s’insére en plusieurs endroits sur le labyrinthe osseux mais il en
reste séparé dans sa plus grande partie par un espace liquidien. Le fluide contenu dans le
labyrinthe membraneux s’appelle I'endolymphe et celui contenu dans l'espace osseux
périmembraneux s’appelle la périlymphe.
Le labyrinthe osseux peut étre divisé en trois régions principales : le vestibule, les canaux
semicirculaires et la cochlée (Fig. 1). Les canaux semicirculaires, au nombre de 3, s'insérent
en arriere du vestibule. La cochlée s'en détache en avant. Le vestibule et les canaux

semicirculaires font partie de I'organe de I'équilibre.

Canaux
semi-circulaires

Sac endolymphatique

Saccule

Rampe
tympanique

Canal

Fenétre ronde cochléaire

Rampe
vestibulaire

Figure 1. Représentation schématique de l'oreille interne des mammiféres. Repris de Randall D., Burggren W., French K. 1999. Eckert

Physiologie Animale, mécanismes et adaptations. 4° ed. De Boeck université s.a., Paris, bruxelles
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La cochlée, développée a la partie antérieure du vestibule, occupe un espace
conique, en forme de spirale, a I'intérieur de I'os temporal ; cette espace a grossierement la
forme d’une coquille d’escargot. Cette structure hélicoidale, enroulée autour d’un axe
central nommé la columelle ou modiolus, est formée de 3 canaux: le canal cochléaire, la
rampe vestibulaire et la rampe tympanique (Fig. 2A). Ces deux derniéres sont en
communication par une ouverture appelée I'hélicotreme. L'organe de Corti occupe la partie
centrale de la membrane basilaire représentant la partie externe du plancher du canal
cochléaire (Fig. 2B) (Raphael and Altschuler, 2003). Le canal cochléaire est rempli
d’endolymphe alors que les deux autres rampes sont remplies de périlymphe. Les
différences fondamentales entre ces deux liquides résident dans leurs concentrations
ioniques. L’endolymphe est riche en potassium (170mM) mais pauvre en ions Na* (1ImM)
alors que la périlymphe est riche en sodium (140mM) mais pauvres en ions K (5mM)
(Couloigner et al., 2004). Le canal cochléaire est séparé de la rampe vestibulaire par la

membrane de Reissner alors que la membrane basilaire le sépare de la rampe tympanique.

3) L’organe de Corti

L'organe de Corti est une structure épithéliale tres spécialisée contenant des cellules
sensorielles qui convertissent |'énergie des vibrations en énergie électrochimique,

provoquant une excitation des récepteurs sensoriels auditifs (Wheater et al., 2001).

Il est constitué de deux types cellulaires principaux, les cellules sensorielles et les
cellules de soutien. Sans nul doute, les cellules sensorielles sont les pierres angulaires de
cette structure dont nous distinguons 2 types, les cellules sensorielles internes et externes.
Parmi les cellules de soutien, 4 types différents peuvent étre distingués, depuis la partie
interne vers la partie externe : les cellules de soutien internes (cellules phalangeaires), les

cellules piliers internes et externes et les cellules de soutien externe (cellules de Deiters).

Les cellules sensorielles internes (IH) transmettent les informations au cerveau par le
nerf auditif (Raphael and Altschuler, 2003). Elles sont au nombre de 3500 par cochlée

(Raphael and Altschuler, 2003), en forme de poire et sont disposées sur une seule rangée.
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Ces cellules sont entourées de divers types de cellule de soutien, les cellules piliers internes
(sur la face latérale externe), les cellules phalangeaires et les cellules bordantes (sur la face
latérale interne). Elles sont associées les unes aux autres par des jonctions de
compartimentage et des desmosomes (Raphael and Altschuler, 2003). Au niveau apical, une
table épaissie, la plaque cuticulaire, supporte deux rangées de stéréocils baignant dans
I’endolymphe et sont soutenus par des faisceaux de microfilaments d’actine (Raphael and
Altschuler, 2003) (Fig. 3). Au niveau du pole basal, des fibres nerveuses afférentes et
efférentes viennent s’y attacher. Les IH sont positionnées sur une zone arquée de la
membrane basilaire qui est enchassée au niveau de la lame spirale osseuse. Ainsi, la
membrane basilaire est immobile dans cette région et le corps des IH ne vibre pas lors de la

réponse a une stimulation (Raphael and Altschuler, 2003).

Les cellules sensorielles externes (OH) servent a augmenter la sélectivité et la
sensibilité de la cochlée (Raphael and Altschuler, 2003; Kaltenbach and Falzarano, 1994).
Elles sont réparties sur 3 rangées et sont ainsi plus nombreuses que les IH (entre 12000 et
15000) (Raphael and Altschuler, 2003). De forme cylindrique, elle présente les mémes
caractéristiques que les IH. Le domaine apical inclut les stéréocils disposés en W ainsi que la
présence d’une plaque cuticulaire servant d’ancrage a ceux-ci (Leonova and Raphael, 1999),
et la base ainsi que le corps sont positionnés dans une coupe fournie par une cellule de
Deiters (Fig. 3).

De plus, les OH sont entourées par de vastes espaces intercellulaires remplis d’un fluide,
appelés espaces de Nuel, qui communiquent avec le tunnel de Corti. Ces deux structures
contiennent de la cortilymphe, dont la composition ionique est proche de la périlymphe
c'est-a-dire avec une concentration relativement haute de sodium mais basse de potassium
(Raphael and Altschuler, 2003). Les espaces de Nuel sont mis hors-contact de la surface de
I'organe de Corti par les expansions des OP et des cellules de Deiters (D). Le domaine apical
de chaque OH est ainsi en contact avec quatre cellules de soutien différentes (Raphael and

Altschuler, 2003).
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Les cellules piliers (PC) sont des cellules spécialisées dont les pdles basaux recouvrent
le plancher du tunnel de Corti. En effet, lors de leur différenciation, une structure de forme
triangulaire en coupe transversale bordée par les PC se forme et correspond au tunnel de
Corti. Celui-ci donne une rigidité a I'ensemble et représente I'axe de |'organe de Corti
séparant celui-ci en sa partie interne vers la columelle (greater epithelial ridge, GER) et
externe vers la strie vasculaire (lesser epithelial ridge, LER) (Ito, Spicer et al., 1995). Les PC se
prolongent par une fine extension légerement dilatée a leur pdle apical. Une des
caractéristiques est la présence sur toute leur longueur d’'un assemblage organisé de
tonofilaments et de microtubules (Raphael and Altschuler, 2003). De fins ponts transversaux
unissent les filaments d’actine et les microtubules qui, au niveau de la téte et de la base des
cellules piliers, s’épanouissent en éventail. C'est ce cytosquelette organisé qui permet aux PC
d’acquérir une rigidité exceptionnelle. La jonction apicale entre les tétes des cellules piliers
internes (IP) et des cellules piliers externes (OP) affichent un des plus vaste complexe de
jonctions de type « adherens ». Etant donné qu’elles sont légerement évasées, le nombre
d’IP est d’environ 6000 (Raphael and Altschuler, 2003). Les OP sont en contact avec les OH
situées du coté opposé au tunnel de Corti formé avec I'lP voisine. Les OP sont cependant
moins nombreuses 4000 (+/- 12000/3) (Raphael and Altschuler, 2003).

Le pied des OP penche dans la direction opposée aux IP (Raphael and Altschuler, 2003).
Ainsi, elles ne sont en contact que par leurs extrémités basales et apicales. De plus, les IP
forment une barriéere continue séparant le tunnel de Corti des cellules de I'organe provenant

du GER.

Dans la partie interne, les cellules phalangeaires (Ph) supportent la rangée d’IH. Ces
cellules séparent les IH entre elles mais elles les isolent également des cellules piliers

internes.

Les cellules de Deiters (D) sont constituées de trois compartiments distincts : le corps,
le pied et la téte apicale en plateau appelé le processus « phalangeal ». La région inférieure
est la principale, avec sa base en continuité avec la membrane basilaire. La partie supérieure

est incurvée comme une coupe pour accommoder et soutenir la portion basale et latérale
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des OH. Le pied s’étend du corps vers la membrane basilaire avec un angle oblique, et se
termine avec la téte. L'angle formé par le pied est toujours tourné vers I'apex de la cochlée
et vers le coté latéral de I'organe de Corti. Ainsi, la D n’est pas en contact avec une seule
OH, celle qui occupe le « siege », mais avec quatre OH différentes (Raphael and Altschuler,
2003 ; Kelley et al., 2007) (Fig 4).

De plus, les cellules de Deiters présentent une caractéristique ultrastructurale peu commune
au niveau du cytosol apical. En effet, elles exhibent une structure unique, un complexe en
rosette formé par un matériel dense aux électrons entouré par un abondant réticulum

endoplasmique lisse (Spicer and Schulte, 1993; Nakazawa et al., 1995 ; Spicer et al., 1999).

De part et d’autre de I'organe de Corti, nous retrouvons le sillon interne et le sillon
externe. Le sillon interne est recouvert d’un épithélium simple cubique ou pavimenteux. Le

sillon externe est composé de types cellulaires différents.

Au niveau du sillon interne, la cellule bordante (Bo) est en contact avec la cellule
sensorielle interne, sur sa face latérale interne, et avec la membrane basilaire. De plus, au

niveau baso-latéral, elle est en contact avec la cellule phalangeaire.

Au niveau du sillon externe, le premier type cellulaire sont les cellules tectales (T)
(Malgrange et al., 2002 ; Rueda et al., 1993) supportées par les cellules sous-tectales (S), en

contact avec la membrane basilaire (Malgrange et al., 2002).

Ensuite, nous retrouvons les cellules de Hensen (H) situées a coté des T et des S. Plus
hautes et plus volumineuses que ces dernieres, elles sont disposées sur 3-4 rangées et sont

en contact avec la membrane basilaire.

En contact avec ces H, les cellules de Boéttcher sont de formes cubiques et sont en
contact avec la membrane basilaire. Celles-ci sont recouvertes par les cellules de Claudius

également de forme cubique.
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A I'extérieur du sillon externe se trouve la strie vasculaire (SV) composé de 3 types
cellulaires : les cellules marginales, les cellules intermédiaires et les cellules basales. Seules
les premieres sont en contact avec la lumiére du canal cochléaire. Elle jouerait un role dans
I'absorption et la sécrétion du liquide endolymphatique (Spicer and Schulte, 1998).

Dans le tissu conjonctif sous-jacent a I'organe de Corti, nous trouvons un vaisseau

sanguin, le vaisseau spiral.

4) Développement de la cochlée

Chez les mammiféres, l'oreille interne se développe a partir de la placode otique
située dans la portion latérale de la téte et formée dés le 8,5° jour embryonnaire (E8,5) chez
la souris. La placode s’invagine pour former la cupule otique qui donnera par la suite la
vésicule otique (otocyste). Des neuroblastes se séparent de la cupule otique pour former le
ganglion cochléo-vestibulaire. La vésicule otique donne naissance a toutes les autres
structures de l'oreille interne y compris les épithéliums sensoriels contenant les cellules

sensorielles.

Chez la souris, le canal cochléaire peut déja étre identifié au 11,5° jour embryonnaire
(E11,5) comme une évagination de la région ventromédiane de I'otocyste (Hensen, 1863 cité
par Kelley and Bianchi, 2001). A E12,5, le canal se prolonge pour former un tube ressemblant
a une demi-boucle. Au cours du développement, le canal s’allonge et s’enroule en une
spirale qui, a E17,5, fera 12 tour entre sa base et son apex. La spirale n’est pas écrasée sur
elle-méme : I'apex se situe ventralement a une distance approximative de 1,3 mm de la base

(Lim and Anniko, 1985).

Les différences dans la composition épithéliales des faces dorsale et ventrale du canal
cochléaire en formation sont déja visibles a E12,5 (Anniko, 1983 ; Lim and Anniko, 1985). Les
épithéliums de la face dorsale du canal, a l'origine de I'organe de Corti, du sillon interne
(également nommé sulcus interne), du sillon externe (également nommé sulcus externe) et
du limbe spiral comportent déja 5 a 6 couches de cellules. Quant a la face ventrale qui

deviendra la membrane de Reissner, elle en compte 2 ou 3.
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Ruben (1967), par injection de thymidine tritiée chez la souris, a étudié le cycle
cellulaire des différents types cellulaires de I'organe de Corti et des régions voisines du canal
cochléaire. Il a constaté que les cellules de I'organe de Corti (IH, OH, cellules piliers, cellule
phalangée et cellules de Deiters) et du sillon externe (cellules tectales, cellules sous-tectales,
cellules de Hensen, cellules de Boéttcher et cellules de Claudius) se renouvellent en
guelgues jours. Leur multiplication commence a E12 dans la région apicale du canal
cochléaire, avec un pic entre E13 et E14 et termine a E16 dans la région basale du canal
cochléaire. Au niveau du sillon interne, par contre, la prolifération ne débutera pas avant
E16, ce qui suggere une différence fondamentale dans les mécanismes qui régulent le cycle
cellulaire des cellules situées soit dans la partie interne (« modiolar »), soit dans la partie

externe (« striolar ») de la région dorsale du canal cochléaire.

Dans le canal cochléaire en formation, certaines cellules dégénerent au cours du
développement de l'oreille interne du rat a partir d’'E12 jusqu’E1l6. Cette mort cellulaire
augmente jusqu’E14 parallelement au renouvellement cellulaire décrit par Ruben (1967) au
moment de I'observation des dernieres mitoses puis diminue jusque E16 (Marovitz et al.,
1976). Chez la souris, d’E17,5 jusqu’a la naissance, cette dégénérescence cellulaire se
focalise a des endroits particuliers (Nishizaki et al., 1998). Notons que la durée de gestation
est plus longue chez le rat que chez la souris : elle est en moyenne de 22 jours et 19 jours,

respectivement.

Le développement de I'organe de Corti est complexe et les mécanismes moléculaires

qui le sous-tendent sont encore peu connus (Mu, Chardin et al., 1997; Kelley, 2007).

Chez la souris, I'organe de Corti se développe entre E12,5 et E14,5 a partir d’une
bande de cellules épithéliales situées sur la face dorsale du canal cochléaire. Cette bande de
cellules engagée dans le développement de I'organe de Corti a été également appelée zone

KiPL un inhibiteur

de non prolifération cellulaire car elle est spécifiquement marquée par p27
de kinase cycline-dépendante (Chen and Segil, 1999). Cependant, a ce stade embryonnaire,

I’organe de Corti n’est pas visible morphologiquement.
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Au cours du développement, la différenciation cellulaire s’opérerait en une vague qui
se déplacerait le long de |'axe base-apex (Kelley and Bianchi, 2001). Toutefois, la nature de la
premiere cellule a se différencier reste sujette a controverse. L’examen de la mise en place
des stéréocils par l'utilisation en microscopie a fluorescence de marqueurs tels que la
phalloidine, un marqueur des microfilaments d’actine, ainsi que par I'observation au
microscope électronique a balayage, a permis de suggérer que les premieres cellules qui
présenteraient un signe de différenciation seraient les IH a E18 chez le rat (Zine and
Romand, 1996). Récemment, chez la méme espece, I'analyse systématique de I'épithélium
dorsale de la cochlée entre E15 et E19 a l'aide d'une méthode de détection des
polysaccharides ainsi que par I'’étude au microscope électronique a transmission, a révélé
que les IP a E17 seraient les premiéres cellules identifiables de I'organe de Corti (Thelen et

al., 2009).

De plus, I'étude du développement des stéréocils chez le rat a montré que les OH ne
commenceraient leur différenciation qu’a partir de E20 (Romand et al., 1993 ; Zine and
Romand, 1996). La fin de la maturation du cytosquelette des stéréocils des cellules
sensorielles serait atteinte vers le 11émejour post-natal (P11) d’abord par les OH (Vago et al.,
1996). Entre P4 et P20, la maturation des IH et des OH est caractérisée par une diminution
d’organelles dans leur cytoplasme (Roth and Bruns, 1992). Les analyses quantitatives ont
révélé un schéma unique de développement de la longueur et de la largeur des OH ainsi que
de la longueur de leurs stéréocils (Roth and Bruns, 1992). Peu de temps aprés la naissance,
ces structures possédaient une taille presque constante le long du canal cochléaire mais avec
I’age, les cellules deviennent plus petites a la base de la cochlée et plus large a I'apex (Roth

and Bruns, 1992).

Les étapes les plus évidentes de la différenciation de |'organe de corti s’opérent
pendant le développement postnatal. Ainsi chez le rat, la formation du tunnel de Corti (entre
les cellules piliers), des espaces de Nuel (entre les cellules de Deiters et leur OH respective)
et 'apparition de filaments dans les cellules de soutien s’effectuent entre P8 et P12 (lto et

al., 1995 ; Spicer et al., 1995).

10
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Finalement, certaines études (Roth and Bruns, 1992 ; Rueda al., 1996) ont indiqué
qgue l'organe de Corti ne serait vraiment mature que 10 a 14 jours apres le début de la
fonction auditive. Ainsi par exemple, la membrane tectoriale est parfaitement constituée au
début de I'audition (entre P10 et P12) alors que la longueur et I'épaisseur de la membrane
basilaire ainsi que les cellules de Hensen, de Claudius et de Boéttcher se différencient

jusqu’a P24.

5) Le cytosquelette au niveau des cellules de I’organe de Corti

Les trois types de filaments cellulaires du cytosquelette ont été mis en évidence dans
les cellules de I'organe de Corti : Les microtubules, les microfilaments et les filaments

intermédiaires.

Dans I'organe de Corti mature de gerbille, 5 des 7 isotypes de la tubuline B sont

présents mais pas au niveau de chaque type cellulaire. En effet, les IH ne contiennent que la
B1 et la B2, alors que les OH ne referment que la B1 et la B4. Seules les B2 et B4 ne sont
décelées que dans les cellules piliers, alors que la présence de B1, 2 et 4 a été détectée dans
les cellules de Deiters (Hallworth and Luduena, 2000 ; Jensen-Smith et al., 2003).
Au cours du développement, la premiére apparition de tubuline s’observe au 0° jour
postnatal (PO) au niveau de I'lH pour s’étendre vers les OH a P2. Par la suite, la tubuline
apparait dans I'lP, a partir de P3, puis dans I’OP, a partir de P6 et enfin dans les D a partir de
P9, chez la gerbille (Raphael et al., 1994; Kuhn and Vater, 1995 ; Vago et al., 1996 ; Hallworth
et al., 2000).

Dans l'organe de Corti de 'adulte, I'actine B a été détectée au niveau des OP ainsi
gue dans la plaque cuticulaire et les stéréocils des IH et des OH (Furness et al., 2005). Quant
a l'actine gamma, elle a été majoritairement décelée au niveau des murs latéraux des
cellules sensorielles (Anniko and Arnold, 1995) mais aussi au niveau du processus

« phalangeal » des cellules de Deiters (Nakazawa et al., 1995).
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Seules deux études se sont intéressées a la distribution de I'actine dans I'organe de Corti
pendant son développement. En effet, Kuhn et Vater (1995, 1996) ont montré que, chez la
chauve-souris et la gerbille, I'actine-F est révélée entre P3 et P5 au niveau des processus
« phalangeal » des D et des tétes des PC alors que sa présence au niveau des stéréocils
s’observait dés E22. Ensuite, a P9, avec la formation du tunnel de Corti, I'actine-F
apparaissait au niveau du pole basal des D ainsi qu’aux niveaux basal et apical des PC. A P12,
seules les D et les stéréocils étaient marqués. Enfin, entre P15 et P20, un marquage intense
était noté dans les PC alors que celui des D s"amoindrissait. Il est important de constater que
malgré des fonctions auditives différentes entre la gerbille et la chauve-souris, la distribution

de I'actine-F dans les cellules de soutien était similaire.

Outre les filaments intermédiaires typiques des cellules neuronales, seuls deux
constituants des filaments intermédiaires ont été investigués au niveau du canal cochléaire :
les cytokératines et la vimentine.

Dans lI'organe de Corti mature, Yamasoba and Kondo (2006) ont montré que seules les
cellules de Deiters et les cellules piliers sont positives pour la vimentine alors que toutes les
cellules de soutien sont marquées avec un anticorps dirigé contre les cytokératines 5, 6 et 8.
La distribution des cytokératines a également été étudiée chez le rat au cours de la mise en
place de I'organe de l'audition, entre E12 et P40, a 'aide d’un anticorps reconnaissant les
cytokératines 5, 6, 7 et 8 (Bauwens et al., 1991 ; Kuijpers et al., 1992). Ces cytokératines ont
été localisées dans toutes les cellules de la lignée épithéliale, a E12 et E15, dans les cellules
de la membrane de Reissner, de la strie vasculaire et du LER, a E18, et au niveau de la
membrane de Reissner, de la strie vasculaire et du pole basal des cellules de soutien, a P1.
Enfin, entre P4 et P40, une positivé a été observée dans toutes les cellules de soutien ainsi
gu’au niveau de la strie vasculaire, de la membrane de Reissner et du sillon externe. De plus,
la vimentine a été détectée dans les mémes types cellulaires que ceux décrits pour les
cytokératines au cours du développement (Kuijpers et al.,, 1992), suggérant une co-

localisation de ces deux protéines des filaments intermédiaires chez le rat.
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6) Objectifs

Si 'organisation structurale de I'organe de 'audition chez les mammiféres adultes a
été bien décrite, son développement est encore mal connu a I’heure actuelle. En particulier,
trés peu d’études ont été consacrées a la différenciation des cellules sensorielles et des
divers types de cellules de soutien au sein de I'organe de Corti pendant son développement.
Ainsi, notre connaissance de la mise en place du cytosquelette dans ces différentes cellules
hautement spécialisées de I'organe de I'audition reste largement parcellaire et incompléte.

A quel stade important le cytosquelette des cellules de soutien commence-t-il son
développement ? Quels sont les protéines qui participent au développement de ce
cytosquelette ? Y a-t-il des différences entre les constituants du cytosquelette des cellules
de soutien et ceux des cellules sensorielles ? Ce sont des exemples de questions qui restent

sans réponses précises.

Afin de tenter d'y répondre, nous allons utiliser une approche immunocytologique
sur des cryocoupes confectionnées dans des cochlées entiéres entre E18 et P15 chez le rat.
Afin d’appréhender la mise en place des microtubules dans les cellules de I'organe de Corti,
nous ferons appel a un anticorps anti-tubuline BIV, un isotype de la tubuline B décrit chez la
gerbille adulte et spécifique des cellules de soutien (Roach et al., 1998 ; Hallworth and
Luduena, 2000). Pour I'étude des filaments intermédiaires dans les cellules épithéliales du
canal cochléaire, nous utiliserons un anticorps anti-cytokératine a large spectre (CKPan) ainsi
gu’un anticorps reconnaissant la cytokératine 8 (CK8), une cytokératine typique des
épithéliums non stratifiés dont la présence a été reportée dans plusieurs travaux (Broekaert,
1993 ; Ameen et al., 2001). Enfin, nous emploierons également un anticorps anti-vimentine,
une protéine caractéristique des filaments intermédiaires des cellules d’origine
mésodermique, qui a déja été détectée dans l'organe de Corti par certains auteurs

(Katsumoto et al., 1990 ; Sarria et al., 1992).
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1) Matériel

Nous avons analysé des organes de Corti prélevés sur d’une part, des embryons de rats
Wistar (fournies par I'animalerie centrale de I'Université de Liége) apres différents temps de
gestation et d’autre part, des individus post-nataux. Le jour O de la gestation (EO) correspond
au moment ou la ratte est mise en présence d’un male. La mise a male dure environ 12

heures. Le jour 0 apres la naissance (PO) correspond au moment ou I'individu naft.

Les rattes gestantes datées sont euthanasiées par placement dans une cloche ou l'air est
progressivement remplacé par du CO,. Les embryons sont retirés de I'utérus et transférés
dans une boite de pétri contenant un tampon phosphate salin (PBS : 154mM NaCl ; 1mM
KH,PO4; 3mM Na,HPO4; pH 7,2). Les individus postnataux datés sont anesthésiés et
décapités. Sous une loupe binoculaire, les cochlées sont retirées de la calvaria au moyen de

pinces brucelles. Les cochlées sont ensuite fixées.

2) Méthodes

Une fois prélevées, les cochlées sont directement plongées dans un liquide fixateur, du
formaldéhyde dilué a une concentration 2% ou 4% dans un tampon phosphate de sodium
0,1M (pH 7,4). La fixation est réalisée a température ambiante pendant 30 minutes a 1
heure. Les cochlées sont ensuite rincées dans le tampon phosphate pendant 10 min a
température ambiante. Aprés ce rincage, les cochlées seront, si nécessaire, transférées dans
un bain d’EDTA 2% dans du PBS pendant 1 nuit sous légere agitation. Le lendemain, un
second ringage au tampon phosphate de 10 minutes est obligatoire avant d’étre imprégnées
pendant 10 minutes a 37°C par de la gélatine dilué a une concentration 5% dans le tampon
phosphate. Les cochlées sont ensuite progressivement ramenées a température ambiante et
plongées dans 5 bains successifs d’'une solution de saccharose concentré a 30% dans le

tampon phosphate. Chacun des 5 bains dure 20 minutes et s’effectue a température
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ambiante. Les cochlées sont ensuite enrobées par du O.C.T. Compound (VWR International
Ltd., Poole, England) et plongées dans un bain d’isopentane refroidi a une température de

-70°C.

Des cryosections d’une épaisseur de 12 a 14 um sont réalisées sur les blocs de O.C.T.

Compound congelés au moyen d’un cryostat (Leica CM3050 S).

i. Immunomarquages sur cryosections

Les cryosections sont placées dans un porte lame et sont séchées a 30°C durant 30 a 40
minutes. Elles sont ensuite rincées dans un tampon phosphate salin PBS (140mM NaCl;
2,6mM KCl; 1,5mM KH,PO4; 16mM Na,HPO,4; pH 7,4). Elles sont ensuite perméabilisées
avec une solution de Triton-X100 dilué a une concentration de 1% dans du PBS. Cette étape
est réalisée a une température ambiante pendant 10 minutes. Les cryosections sont ensuite
rincées dans du PBS avant d’étre plongées pendant 30 minutes a 37°C dans une solution
bloguante de sérum normal de chevre dilué a une concentration de 10% dans du PBS. Les
cryosections sont ensuite immergées durant 35 a 40 minutes a 37°C dans une solution
contenant du sérum normal de chévre dilué a une concentration de 5% dans du PBS, ainsi
qgue I'anticorps primaire (voir section suivante). Les cryosections sont ensuite rincées dans
du PBS et immergées dans une solution contenant I'anticorps secondaire (voir section
suivante). Sur ces coupes, des triples marquages sont effectués. Premiérement, de la

myosine VI (1/150; Sigma) ou du p27™*

(1/100; Sigma) est additionné a la solution
contenant l'anticorps primaire et les cryosections sont immergées par une solution
contenant du Dapi (1/50000 ; Sigma) (voir section suivante) avec de I'eau pure en fin de
marquage pendant 15 minutes a 37°C. Les cryosections sont ensuite rincées dans de I'eau

pure et montées entre lames et lamelles en présence de Citifluor (Laborimpex, Bruxelles,

Belgium).

Les coupes témoins évitent les passages dans la solution contenant I'anticorps primaire.
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ii. Anticorps primaires
Les anticorps primaires et les dilutions utilisées sont les suivantes :
- Anti-tubuline BIV produit chez la souris : 1/100 (Sigma Aldrich)
- Anti-vimentine (clone V9) produit chez la souris : 1/100 (Sigma Aldrich)
- Anti-cytokératine pan (CK 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18, et 19) produit chez la souris :
1/100 (Sigma Aldrich)
- Anti-cytokératine 8 produit chez le poulet : 1/100 (Abcam)
- Anti-myosine VI produit chez le lapin : 1/150 (Sigma Aldrich)
- Anti-p27"" produit chez la souris : 1/100 (Sigma Aldrich)

iii. Anticorps secondaire
Les anticorps secondaires et les dilutions utilisées sont les suivantes :
- Alexa Fluor 488 goat anti-mouse; 1/250 (Molecular Porbos, Leiden, The
Netherlands) ; maximum d’excitation/d’émission du fluorochrome: 495/519 nm ;
- Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit; 1/250 (Molecular Porbos, Leiden, The
Netherlands) ; maximum d’excitation/d’émission du fluorochrome: 590/617 nm.
- Alexa Fluor 594 goat anti-chicken; 1/250 (Molecular Porbos, Leiden, The

Netherlands) ; maximum d’excitation/d’émission du fluorochrome: 590/617 nm.

iv. Marqueur nucléaire

Le Dapi ou 4',6' Di Amidino-2-Phényl Indole est une molécule fluorescente capable de se lier
fortement a I'ADN, ce qui permet de détecter et quantifier I'ADN grace a un microscope a
fluorescence. La contre coloration permet de rendre visible le noyau (couleur bleu) sous

microscope a fluorescence.

L'observation des immunomarquages sur cryosections s’est faite a I'aide d’un microscope
confocal a balayage laser (IX71 ; Olympus). Ce microscope est équipé de trois lasers ainsi que
d’'une motorisation dans le plan Z permettant la réalisation de plusieurs séries de sections

optiques. La motorisation, le systeme de balayage des lasers et la numérisation des images
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sont controlés par une station informatique. L'ensemble du processus d’acquisition est

piloté via I'interface informatique FV10-ASW 1.7 Viewer.
Les coupes sont observées via I'objectif a immersion d’huile 60x. Les sections optiques dans
le plan Z sont collectées avec un pas irrégulier afin d’obtenir plus ou moins 13-14 images par

laser et une vitesse de balayage moyenne (12,5 psecondes/pixel pour une image 640*640).

Les sections optiques sont analysées et traitées avec les logiciels Image) 1.34s

(http://rbs.info.nih.gov/ij/) et OLYMPUS FLUOVIEW 1.7b Viewer.
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Afin de mieux définir la répartition spatiotemporel des différentes protéines du
cytosquelette au cours du développement de I'organe de Corti chez le rat, nous avons réalisé
des immunomarquages sur des cryosections de cochlées entieres d’embryons de rats agés
de 18 a 22 jours et d’individus postnataux agés de 0 a 15 jours. Nous avons utilisé les
anticorps anti-tubuline BIV, anti-vimentine, anti-cytokératine pan (CK 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18
et 19) et anti-cytokératine 8. Afin de mieux cerner les différents types cellulaires de
I’épithélium auditif embryonnaire et postnatal, des doubles marquages ont été réalisés soit
avec la myosine VI, marqueur précoce et typique des cellules sensorielles, soit avec p27kip1,
un inhibiteur de kinase cycline-dépendante faisant partie de la famille CIP/KIP, marquant les
cellules de soutien ainsi que leur noyau présent dans la zone de non-prolifération cellulaire
(ZNPC). Les noyaux cellulaires sont marqués par le Dapi, molécule fluorescente capable de se
lier fortement a ’ADN.

Seuls les organes de Corti situés dans la région basale du canal cochléaire sont observés dans

cette étude.

1) Embryon de rat de 18 jours

A E18, nous constatons qu’aucune cellule du canal cochléaire n’est positive avec I'anticorps
anti-tubuline BIV (Fig. 5B). A proximité du vaisseau spiral, seule une cellule de I'épithélium
dorsal du canal cochléaire est positive avec I'anticorps anti-myosine VI. Celle-ci correspond a

la cellule sensorielle interne, IH (Fig. 5A).

Malgré un trés faible marquage, nous observons que certaines cellules du LER et du GER
ainsi que I'épithélium de la future membrane de Reissner sont marqué par I’anticorps anti-

vimentine (Fig. 5E).

A ce stade du développement embryonnaire, une partie des cellules du LER et le pdle apical
de certaines cellules de soutien de I'organe de Corti interne ainsi que I'épithélium de la strie
vasculaire et de la future membrane de Reissner sont clairement marqués avec |’anticorps

anti-cytokératine pan (Fig. 5H).

Nous montrons également que toutes les cellules de I'épithélium dorsal de la cochlée sont
positives avec I'anticorps anti-cytokératine 8. Dans une certaine mesure, nous remarquons
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gue certaines d’entre elles sont plus marquées que d’autres, a savoir les cellules du LER, de
la strie vasculaire et de I'épithélium de la future membrane de Reissner. De plus, avec

I'anticorps anti-cytokératine 8, nous avons procédé a un triple marquage avec le Dapi et

kipl

I'anticorps anti-p27 (Fig. 51) et nous notons que seules les cellules de soutien sont

marquées au niveau de leur noyau et de leur cytoplasme. Ainsi, seule une cellule du GER

n’est pas marquée avec l'anticorps anti-p27kip1; elle semble correspondre a I'lH (Fig. 5K).

2) Embryon de rat de 19 jours

A ce stade du développement embryonnaire, nous avons pu voir qu’aucune cellule du canal
cochléaire n’est positive avec I'anticorps anti-tubuline BIV (Fig. 6B). Les cellules positives
avec I'anticorps anti-myosine VI peuvent étre aisément identifiées comme étant les IH et les

OH (Fig 6A).

Avec l'anticorps anti-vimentine, nous visualisons un marquage sur certaines cellules de
I'organe de Corti externe et du sillon externe ainsi que sur les cellules de I'épithélium de la

future membrane de Reissner et de la strie vasculaire (Fig. 6E).

Les cellules de I'organe de Corti externe et du sillon externe, de la strie vasculaire et de
I’épithélium de la future membrane de Reissner sont aussi positives avec I'anticorps anti-
cytokératine pan (Fig. 6H). Toutefois, les cellules de la strie vasculaire présentent un

marquage plus intense.

Quant a la cytokératine 8, nous remarquons également que I'épithélium dorsal du canal
cochléaire est positif (Fig. 6K). En effet, certaines cellules du sillon externe sont marquées de
maniere corticale. De plus, les cellules de I'épithélium de la future membrane de Reissner et

de la strie vasculaire sont fortement positives avec cet anticorps.

3) Embryon de rat de 21 jours

Sur les cryosections marquées avec l'anti-tubuline BIV, nous observons qu’un seul type
cellulaire de I'épithélium dorsal est marqué (Fig. 7C); il correspond a I'lH. De plus, toute la

cellule est marquée de maniere hétérogene (Fig. 7C’).

21



3. RESULTATS

Comme nous |'avons observé a E18, les cellules de I'organe de Corti externe et du sillon
externe sont faiblement positives avec |'anticorps anti-vimentine (Fig. 7F). De plus, un
marquage est présent au niveau de la strie vasculaire ainsi qu’au niveau de la membrane

basilaire, notamment dans les cellules endothéliales du vaisseau spiral.

A ce stade du développement, nous pouvons noter que le nombre de cellules positives avec
I'anticorps anti-cytokératine pan a diminué au niveau des cellules de I'organe de Corti
externe et au niveau de certaines cellules correspondant au futur sillon externe (Fig. 71). Par
contre, le marquage de la strie vasculaire et de la future membrane de Reissner est toujours

aussi intense.

A E21, beaucoup de cellules de I'épithélium dorsal du canal cochléaire sont positives avec
I'anticorps anti-cytokératine 8, bien que I'intensité du signal soit variable suivant les cellules.

Grace a I'emploi de I'anticorps anti—p27kipl

, qui a ce stade du développement embryonnaire
est un marqueur des cellules de soutien de I'organe de Corti (Fig. 7J), nous montrons que les
cellules positives avec I'anticorps anti-cytokératine 8 correspondent a toutes les cellules de
soutien de I'organe de Corti ainsi qu’aux H (Fig. 7L). Le marquage est essentiellement cortical
pour les Ph et périnucléaire pour les D (Fig. 7L’). Enfin, les cellules de la strie vasculaire et de

la future membrane de Reissner sont fortement marquées.
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Figure 5. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, E, F, H; en rouge), de la vimentine (D-E ; en vert), de la cytokératine Pan (G-H ; en vert),
de la cytokératine 8 (J-K ; en rouge) et de la p27"®* (I, K, K’) sur des cryosections dans la partie basale du canal cochléaire au stade E18. Le
noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). K’ : Détail de K. Barres = 10 um (A-K) et 5 um (K’). GER : Grande créte épithéliale ; IH :
Cellule sensorielle interne ; LER : Petite créte épithéliale ; MB : Membrane basilaire ; RM : Membrane de Reissner ; SV : Strie vasculaire ; V:

Vaisseau spiral.
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Figure 6. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, E, F, H ; en rouge), de la vimentine (C-E ; en vert), de la cytokératine Pan (G-H ; en vert),
de la cytokératine 8 (J-K ; en rouge) et de la p27°*** (1-K) sur des cryosections dans la partie basale du canal cochléaire au stade E19. Le
noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres = 10 um. GER : Grande créte épithéliale ; IH : Cellule sensorielle interne ; LER :

Petite créte épithéliale ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule sensorielle externe ; RM : Membrane de Reissner ; SV : Strie vasculaire ; V:

Vaisseau spiral.
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Figure 7. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, C', D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert),
de la cytokératine Pan (H-I ; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27** (J, L, L) sur des cryosections dans la partie basale
du canal cochléaire au stade E21. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). C’ et L’ : Détail de C et L respectivement. Barres =
10 um (A-K) et 5 um (C’, L’). D : Cellules de Deiters ; GER : Grande créte épithéliale ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ;
IP : Cellule pilier interne ; LER : Petite créte épithéliale ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule sensorielle externe ; OP : Cellule pilier

externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; RM : Membrane de Reissner ; SV : Strie vasculaire ; V : Vaisseau spiral.
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4) Embryon de rat de 22 jours

En ce qui concerne la tubuline BIV, nous constatons qu’a E22, seule I'lH est positive, avec un

marquage plus accentué au niveau du pole apical (Fig. 8C).

Sur les cryosections marquées avec |‘anticorps anti-vimentine, nous observons que la
membrane basilaire, I'épithélium dorsal de la cochlée, plus précisément les cellules piliers,
les cellules tectales, les cellules sous-tectales et les cellules de Hensen (Fig. 8F), et la
membrane de Reissner (non illustrée sur les photographies) sont marqués avec cet

anticorps.

Nous constatons qu’a ce stade du développement, des cellules positives avec I'anticorps
anti-cytokératine pan peuvent étre distinguées dans I"épithélium dorsal du canal cochléaire
(Fig. 81). Nous observons un marquage au niveau du pOle basal de la Ph et du péle apical et
basal de I'IP ainsi qu’au niveau des trois D sous la forme d’un filament apico-basal. Enfin, un
signal intense est présent au niveau de I'épithélium de la membrane de Reissner et de la

strie vasculaire (non illustrés sur les photographies).

A ce stade, nous remarquons que le pole basal de la Bo, la périphérie nucléaire de la Ph, le
pole apical de I'IP et de I'OP, les D et la périphérie cellulaires des H sont positifs a la
cytokératine 8 (Fig. 8L). Comme signalé aux stades précédents, I'épithélium de la strie
vasculaire et de la membrane de Reissner (non illustrés sur les photographies) sont toujours

marqués avec I'anticorps anti-cytokératine 8.

5) Rat de O jours

A PO, nous remarquons que le nombre de cellules marquées avec I'anticorps anti-tubuline
BIV dans I"épithélium dorsal de la cochlée augmente (Fig. 9C). Le marquage des IH est
identique a celui observé dans les mémes cellules a E22 mais il est plus intense que celui des
OH. De plus, des cellules de soutien sont positives avec cet anticorps. En effet, les IP
présentent un marquage sous la forme d’un faisceau de filaments apico-médian. De méme,

la 2° D est marquée au niveau de son pdle basal.

26



3. RESULTATS

A la naissance, une positivité pour la vimentine est détectée au niveau du pdle basal de la Ph
et de I'lP ainsi qu’au niveau de I’OP mais son marquage est plus hétérogene. De plus, nous
observons un signal dans I'entiéreté de la 2° D, dans la région périnucléaire des deux autres
D et dans la zone corticale des H (Fig. 9F). Enfin, les cellules de la strie vasculaire, de la
membrane de Reissner (non illustrées sur les photographies) et de la membrane basilaire

sont fortement marquées.

A PO, les cellules de la strie vasculaire et de la membrane de Reissner (non-illustrées sur les
photographies), le pole basal de la Bo et des trois D sont les seules a étre positives avec

I’anticorps anti-cytokératine pan (Fig. 9l).

Nous pouvons remarquer qu’a ce stade du développement le nombre de cellules marquées
avec I'anticorps anti-cytokératine 8 diminue. En effet, au niveau de I'épithélium dorsal de la
cochlée, seules la 3° D et les H sont nettement positives (Fig. 9L). La strie vasculaire et
I’épithélium de la membrane de Reissner sont trés fortement marqués (non-illustrés sur les

photographies).

6) Rat de 2 jours

Deux jours aprés la naissance, plusieurs types cellulaires de I'épithélium dorsal du canal
cochléaire sont positifs avec I'anticorps anti-tubuline BIV, a savoir les cellules sensorielles, les
IP et les D (Fig. 10C). Le marquage des IP se présente sous la forme d’un faisceau de
filaments apico-médian tandis que celui des D est préférentiellement situé sur le contour

nucléaire.

A l'aide de I'anticorps anti-vimentine, nous décelons un marquage au niveau du pole basal
de la Ph. Le pOle basal avec un prolongement baso-apical est également positif dans les 3 D.
Un signal hétérogéne est présent sur I'IP et I'OP (Fig. 10F). Enfin, les H, la membrane

basilaire et I'endothélium du vaisseau spiral sont aussi positifs avec cet anticorps.

A P2, nous remarquons que certaines cellules de I"épithélium dorsal de la cochlée sont
positives avec I'anticorps anti-cytokératine pan, a savoir le pole basal de la Ph, le pble basal

et apical de I'lP, la 1% et 2° D de maniére hétérogéne et le pdle basal et la région
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périnucléaire de la troisieme D (Fig. 10l). Enfin, I’épithélium de la strie vasculaire est toujours

fortement fluorescent (non illustré sur les photographies).

A ce stade du développement, nous pouvons noter que I'épithélium dorsal de la cochlée et
ceux de la strie vasculaire et de la membrane de Reissner (non illustrés sur les
photographies) renferment de la cytokératine 8. Concernant I'épithélium dorsal du canal
cochléaire, le pdle basal de la Ph, et de la 1° et 2° D ainsi que le pdle basal et apical de la 3° D

et le pole apical des T et des H sont marqués (Fig. 10L).

7) Rat de 4-5 jours

A P4-P5, nous constatons que les IH et les OH ne sont plus marquées avec I'anticorps anti-
tubuline BIV (Fig. 11C). Par contre, concernant les IP, le faisceau de filaments apico-médian

fluorescent a P2 s’est transformé en faisceau de filaments apico-basal.

A ce stade du développement postnatal, nous constatons que le péle basal de I'lIP et de I'OP
est positif avec I'anticorps anti-vimentine ainsi que, dans une moindre mesure, les D et le
pble basal et la périphérie nucléaire de la Ph (Fig. 11F). De plus, nous remarquons que la

membrane basilaire et I'endothélium du vaisseau spiral sont marqués par cet anticorps.

Quant a la cytokératine pan, nous observons sa présence au niveau des D et du pdle basal de
la Ph. Un faible marquage est aussi visible dans le cytoplasme de I'IP et de I'OP (Fig. 111). Par
contre, l'intensité du marquage de I’épithélium de la future membrane de Reissner décroit

comparée a celle observée a P2 (non illustré sur la photographie).

A P4-P5, certaines cellules de I'épithélium dorsal du canal cochléaire contiennent toujours la
cytokératine 8, a savoir la Ph, la 3° D, les T, les S et les H, toutes de facon hétérogéne (Fig.

11L).
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Figure 8. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de la
cytokératine Pan (H-I ; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27K"°1 (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du canal
cochléaire au stade E22. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres =5 um (A, L). Bo : Cellule bordante ; D : Cellules de
Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule

sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules tectales.
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Figure 9. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de la
cytokératine Pan (H-I ; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27Kipl (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du canal
cochléaire au stade PO. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres =5 um (A, L). Bo : Cellule bordante ; D : Cellules de
Deiters ; H : cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule

sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire.
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Figure 10. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27K"°1 (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P2. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres =5 um (A-L). D : Cellules de Deiters ; H :

Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaireOH : Cellule sensorielle externe ;

OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; V : Vaisseau spiral.
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Figure 11. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de

la cytokératine Pan (H-I ; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27Kipl

(J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P4-P5. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres =5 pm (A-L). D : Cellules de Deiters ; H :
Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule sensorielle externe ;

OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules tectales ; V : Vaisseau spiral.
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8) Rat de 6 jours

Six jours apres la naissance, nous observons que les IP et les OP sont positives avec
I’anticorps anti-tubuline BIV ; le marquage est hétérogéne et n’apparait plus sous la forme
d’un faisceau de filaments apico-basal comme vu aux stades précédents (Fig. 12C). Enfin, le

pdle apical de la 1° D et le pdle basal de la 3° D sont marqués avec cet anticorps.

Quant a la vimentine, elle est présente dans les cellules piliers ainsi que dans les D et les H
de maniere hétérogéne (Fig. 12F). Dans une moindre mesure, elle est également trouvée au
niveau du péle basal de la Ph. Concernant la membrane basilaire, elle renferme clairement

de la vimentine, en particulier, les cellules endothéliales du vaisseau spiral.

Nous pouvons noter que certaines cellules de I'épithélium dorsal de la cochlée sont
marquées avec l'anticorps anti-cytokératine Pan (Fig. 121). Celles-ci correspondent aux D,

surtout la 2% et la 3%, a I'lP et a I’OP, mais faiblement au niveau de leur pdle apical.

A P6, le pdle basal et apical de la Ph, le pdle apical de la 1° D, I'entiéreté de la 3° D, le pdle
basal de la T, une S et les H sont les types cellulaires les plus marqués avec I'anticorps anti-
cytokératine 8 (Fig. 12L). Un faible signal est également observé au niveau des cellules

piliers.

9) Rat de 8 jours

A P8, nous observons que sur les cryosections mises en contact avec I'anticorps anti-tubuline
BIV, les cellules piliers internes et externes sont marquées de facon hétérogéne (Fig. 13C).
Enfin, concernant les D, nous constatons que le marquage est principalement restreint a un

filament apico-basal.

Sur les cryosections marquées avec I'anticorps anti-vimentine, nous voyons que seules I'IP et
I'OP ainsi que la 1° et la 3° D, au niveau du péle basal et le pdle apical d’une T sont
marquées. Le marquage de la membrane basilaire est identique a celui observé a P6 (Fig.

13F).
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C’est a ce stade du développement que I'immunofluorescence pour la cytokératine pan est
plus prononcée (Fig. 13l1). En effet, le pdle basal de la Ph, la Bo et les D sont clairement
fluorescents. Dans une moindre mesure, le pdle apical et basal de I'lP, de I'OP, des T et des H

sont marqués.

A ce stade, le signal obtenu avec I'anticorps anti-cytokératine 8 au niveau de I'épithélium
dorsal de la cochlée est plus accentué au niveau de certaines de ses cellules (Fig. 13L). En
effet, un évident marquage est présent dans la Ph, la Bo, les D sous la forme d’un
prolongement apico-basal, les H, les T et les S. Un plus faible marquage est aussi observé au

niveau du pole apical et basal de I'IP et de I'OP.

10) Rat de 10 jours

Sur les cryosections mises en contact avec I'anticorps anti-tubuline BIV, I'IP, I'OP et les D sont

les types cellulaires marqués (Fig. 14C).

C’est a ce stade que le marquage obtenu avec I'anticorps anti-vimentine est le plus évident.
En effet, les régions basale et centrale de I'IP et de I'OP, le pble basal des D et la région
périnucléaire et la région basale de la Ph et de la Bo sont immunomarqués (Fig. 14F). Enfin,
au niveau de la membrane basilaire et de I'endothélium du vaisseau spiral, le marquage est

nettement visible.

A P10, au niveau de I'épithélium dorsal de la cochlée, nous constatons que l'intensité du
marquage obtenu avec l'anticorps anti-cytokératine pan est plus prononcée qu’a P8. Les
cellules positives avec cet anticorps correspondent a la Bo, a la Ph au niveau du poéle basal et
aux 3 D avec un marquage hétérogene (Fig. 141). Dans une moindre mesure, le pole apical de
I'IP et de I'OP, ou des faisceaux de cytokératine paraissent plus structurés, et le péle apical

des T et des H sont également marqués par cet anticorps.

A ce stade du développement, le signal obtenu avec I'anticorps anti-cytokératine 8 au niveau
de I'épithélium dorsal du canal cochléaire est plus intense dans certaines de ses cellules. En
effet, la Ph et laBo, les D, les T, les S et les H, au niveau de leur péle apical, sont nettement

positives (Fig. 14L). De la méme maniere qu’avec l'anticorps anti-cytokératine pan, il
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apparait que le marquage de la cytokératine 8 est organisé en filaments au niveau de I'lP et

de I’OP.

11) Rat de 11-12 jours

Les immunomarguages obtenus avec |'anticorps anti-tubuline BIV sur les cryosections de
rats agés de 11 a 12 jours ont montré une positivité au niveau des D et des cellules piliers

(Fig. 15C). Dans ces dernieres, le marquage apparait plus structuré.

Concernant la vimentine, a ce stade du développement, nous observons un marquage
structuré au niveau du cytoplasme de I'lIP et de I'OP, alors qu’il apparait plus hétérogene au
niveau du pole basal des 3 D (Fig. 15F). Enfin, la membrane basilaire et I'endothélium du

vaisseau spiral sont toujours positifs avec cet anticorps.

Le marquage obtenu sur les cryosections avec I'anticorps anti-cytokératine Pan est présent
au niveau du pole basal de la Ph et des D (Fig. 151). De plus, un marquage moins intense mais
plus structuré est visible au niveau du cytoplasme de I'IP et de I'OP. Enfin, un signal est

révélé au niveau des T.

A P11-P12, nous constatons que l'immunomarquage obtenu avec I'anticorps anti-
cytokératine 8 est évident au niveau du pble basal de la Bo et de la Ph, ainsi que dans le
cytoplasme de I'lP, de I'OP et des D (Fig. 15L). De plus, les T, les S, les H et I’épithélium de la

strie vasculaire (non illustré sur la photographie) sont positifs avec cet anticorps.

12) Rat de 14-15 jours

A P14-P15, nous constatons que les cellules piliers sont clairement positives avec I'anticorps
anti-tubuline BIV (Fig. 16C). Enfin, une faible positivité est visible au niveau du péle basal des

D.
A ce stade du développement, le marquage de la vimentine apparait étre structurée en
filaments dans le cytoplasme de I'IP et de I’OP (Fig. 16F). De plus, le pdle basal des D et de la

Ph est marqué. Enfin, la membrane basilaire est marquée avec I’anticorps anti-vimentine.
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Concernant la cytokératine pan, le marquage est présent dans la Bo et le pble basal de la Ph

et des D (Fig. 161). De plus, une faible positivité peut étre vue au niveau de I'IP et I'OP.

A ce stade du développement postnatal, nous révélons que le pdle basal de la Ph et de la Bo
et le cytoplasme des D, des T, des S et des H est marqué sur les cryosections mises en
contact avec l'anticorps anti-cytokératine 8 (Fig. 17L). De plus, un marquage faible est
détecté dans le cytoplasme de I'IP et de I'OP. Enfin, Les cellules de la membrane de Reissner

sont encore faiblement marquées avec cet anticorps (non illustrées sur la photographie).

Il est important de signaler qu’aucun marquage n’est observé lorsque |'anticorps primaire
est omis. De plus, avec I'anticorps anti-vimentine, nous avons toujours obtenu un marquage
de la membrane basilaire, de I'endothélium du vaisseau spiral et des cellules cartilagineuses
guel que soit le stade du développement examiné. Par contre, aucun signal n’a été révélé au
niveau du ganglion spiral avec cet anticorps. Quant aux anticorps dirigés contre les
cytokératines, nous avons constaté que seules les cellules épithéliales de la cochlée peuvent
présenter un marquage; aucun marquage n’a jamais été décelé au niveau des cellules

d’origine mésodermique et ceci a aucun stade du développement.
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Figure 12. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27K"°1 (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P6. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres = 7,5um (A-C, G-L) et 5 um (D-F). D : Cellules de
Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule
sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules tectales ; V : Vaisseau

spiral.
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Figure 13. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27Kipl (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P8. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres =5 um (A-F) et 7,5 um (G-L). Bo : Cellule
bordante ; C : Cellules de Claudius ; D : Cellules de Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier

interne ; MB : Membrane basilaire ; OH : Cellule sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-

tectales ; T : Cellules tectales.
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Figure 14. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1 ; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27Kipl (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P10. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres = 5 um (A-L). Bo : Cellule bordante ; D :
Cellules de Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH :
Cellule sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules tectales ; V :

Vaisseau spiral.
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Figure 15. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27K"°1 (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P11-P12. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres = 7,5 um (A-L). Bo : Cellule bordante ; D :
Cellules de Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane basilaire ; OH :
Cellule sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules tectales ; V :

Vaisseau spiral.
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Figure 16. Mise en évidence de la myosine VI (A, C, D, F, G, | ; en rouge), de la tubuline BIV (B-C ; en vert), de la vimentine (E-F ; en vert), de
la cytokératine Pan (H-1; en vert), de la cytokératine 8 (K-L ; en rouge) et de la p27K"°1 (J, L) sur des cryosections dans la partie basale du
canal cochléaire au stade P14-P15. Le noyau des cellules est détecté par le Dapi (en bleu). Barres = 7,5 pm (A-1) et 5um (J-L). Bo : Cellule
bordante ; D : Cellules de Deiters ; H : Cellules de Hensen ; IH : Cellule sensorielle interne ; IP : Cellule pilier interne ; MB : Membrane
basilaire ; OH : Cellule sensorielle externe ; OP : Cellule pilier externe ; Ph : Cellule phalangeaire ; S : Cellules sous-tectales ; T : Cellules

tectales.
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1) Localisation spatiotemporelle de la tubuline BIV

Nous sommes les premiers a démontrer la présence de tubuline BIV dans I'organe de
Corti en développement chez le rat. En effet, notre étude portant sur la localisation de cette
protéine a montré qu’elle est premierement observée au niveau de I'lH (de E21 a P4-P5) (Fig.
7-11C), suivi des OH (de PO & P4-P5) (Fig. 9-11C), de la Ph (4 PO) (Fig. 9C), de I'IP (de PO a P15)
(Fig. 9-16C), des D (de PO a P15) (Fig. 9-16C) et enfin de I'OP (de P4-P5 a P15) (Fig. 11-16C).
Ainsi, en accord avec Hallworth et al. (2000) chez la gerbille, cette protéine est d’abord
présente dans les cellules sensorielles (Fig. 7C) et ensuite dans les cellules de soutien (Fig.

90).

De plus, nous montrons que I'lH est marquée avant I'OH (Fig. 7-9C). En ce qui
concerne le développement postnatal, les stades ou cette protéine est détectée au sein des
cellules sensorielles ne semblent pas en relation avec les modifications morphologiques de
celles-ci décrites par Vago et al. (1995) et Hallworth et al. (2000). En effet, I'évolution du
marquage de la tubuline BIV au cours du développement n’explique pas ces modifications. Il
serait pertinent d’effectuer des études complémentaires avec un marqueur spécifique des
microtubules des cellules sensorielles, comme la tubuline BIl. Les travaux réalisés par
Furness et al. (1990), Kuhn and Vater (1995) et Heather et al. (2003) sur cette protéine ne se
sont limités qu’a I'organe de Corti mature. Néanmoins, Roth and Bruns (1992) ont observé
une élimination de mitochondries et d’une partie du réticulum endoplasmique chez le rat
entre PO et P20. Cette diminution drastique du nombre d’organites va de pair avec la
différenciation cytologique des cellules sensorielles. La tubuline BIV que nous avons mis en

évidence entre E21 et P4-P5 pourrait jouer un réle dans cette réduction d’organites.

Concernant les cellules de soutien, presque tous les types cellulaires sont marqués.
Premierement, les isoformes de tubuline different entre les cellules sensorielles et les
cellules de soutien. En effet, chez la gerbille, ceux présents dans ces dernieres sont des
formes leur conférant une grande stabilité et longévité fournissant un support structurel a
I'organe de Corti alors que les isoformes des cellules sensorielles sont plus dynamiques mais
aussi moins stables (Pack and Slepecky, 1995 ; Bane et al.,, 2002). Ensuite, le marquage

localisé dans les cellules piliers different dans le temps, a savoir la cellule pilier interne avant
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la cellule pilier externe (Fig. 9-11C). De plus, nous avons observé |'apparition d’un faisceau
de filaments apico-médian entre PO et P2 (Fig. 9-10C) qui se transformera en un faisceau de
filaments apico-basal a P4-P5 (Fig. 11C). En effet, certains auteurs ont suggéré qu’un large
réseau de réticulum endoplasmique lisse est présent a I'apex de I'lP entre PO et P2 chez la
gerbille et migrerait vers le pole basal a partir de P6 (Nakazawa et al., 1995 ; Spicer et al.,
2000). Enfin, I'important marquage que nous observons a P8 serait a mettre en relation avec
I’ouverture du tunnel de Corti (Fig. 13C). Ce dernier apparait aux alentours de P8 chez le rat
(Roth and Bruns, 1992).

Les mémes constatations peuvent étre faites a propos des cellules de Deiters. La localisation
de microtubules a partir de PO (Fig. 9C) pourrait avoir un lien avec la présence d’un
réticulum endoplasmique lisse au niveau de leur pOle apical (Spicer and Schulte, 1993;
Nakazawa, Schulte and Spicer, 1995 ; Spicer, Smythe and Schulte, 1999). A partir de P10, la
formation des espaces de Nuel (Ito et al.,, 1995; Hallworth et al., 2000) expliquerait
I'important marquage que nous constatons (Fig. 14C).

Enfin, nous montrons pour la premiere fois que la tubuline BIV est présente au niveau de la
cellule phalangeaire a PO (Fig. 9C). Cependant, nous n’avons aucune interprétation

fonctionnelle concernant ce marquage. Des investigations futures sont nécessaires.

2) Localisation spatiotemporelle de la cytokératine et de la vimentine

Nous constatons que toutes les cellules épithéliales du canal cochléaire renferment
de la cytokératine pan hormis les cellules sensorielles (Fig. 5-6H, 7-161), confirmant I'étude
de Kuijpers et al. (1991) chez la souris. Cependant, le marquage plus intense au niveau des
cellules piliers et des cellules de Deiters entre P8 et P10 (Fig. 13-15l) pourrait étre mis en
relation avec, respectivement, I'ouverture du tunnel de Corti et la formation des espaces de
Nuel. Les cytokératines joueraient ainsi leur role de charpente (Kuijpers et al. 1991).

De plus, nous observons une importante fluorescence au niveau de la membrane de
Reissner et de la strie vasculaire dés E18 (Fig. 5-6H, 7l1), en relation directe avec leur

formation (Spicer and Schulte, 1998).
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Un marquage similaire s’observe avec |'anticorps anti-cytokératine 8 (Fig 5-6K, 7-16L)
mais il est toutefois plus étendu notamment au niveau de la cellule bordante (8-16L) et des
cellules tectales et sous-tectales (Fig. 11-16L) car elles ne sont pas marquées avec I'anticorps
anti-cytokératine pan. Cette divergence pourrait s’interpréter par un possible site
antigénique différent entre ces deux anticorps et/ou par la concentration de cytokératine 8

dans le cytokératine pan.

Excepté les cellules sensorielles, tectales et sous-tectales, la majorité des types cellulaires de
la cochlée est marquée avec l'anticorps anti-vimentine (Fig. 5-6E, 7-16F), notamment
I’épithélium dorsal du canal cochléaire. Ce résultat est surprenant car la vimentine est
connue comme étant une protéine caractéristique des cellules d’origine mésodermique.
Ainsi, le marquage de la strie vasculaire pourrait étre d a la présence des mélanocytes
(Ramaeckers et al., 1983 ; Schrott and Spoendling, 1987 ; Kasper et al., 1987, 1989 ; Schrott
et al., 1988).

Néanmoins, la co-localisation de la cytokératine et de la vimentine a été notée par
différents auteurs pendant le développement et a I’dge adulte (Schulte and Adams 1989 ;
Kasper et al 1987). Ainsi, lors du développement, Anniko et al. (1987) avaient observé ce
phénoméne dans quelques types cellulaires chez I'humain a 4 mois de gestation et
Wilkstrom et al. (1988) I'avaient constaté chez la souris. Ainsi, ce phénomene de co-
localisation serait lié a la différenciation cellulaire (Viebahn et al., 1987). Chez le rat adulte,
nous avons observé surtout cette combinaison dans les cellules de soutien. Certaines études
I'avaient déja remarquée mais les données étaient contradictoires. En effet, Raphael et al.
(1987) ne trouvaient aucune présence de vimentine dans la cochlée adulte de gerbille alors
gue Oesterle et al. (1990) avaient démontré qu’il y en avait aussi bien au niveau des cellules
piliers que des cellules de Deiters chez le méme animal. Chez I’humain, Arnold and Anniko
(1990) n’en avaient trouvé que dans les cellules piliers alors qu’elle était aussi présente au
niveau de la cellule bordante, des cellules de Deiters et du sillon externe d’apres nos
observations et celles de Schulte and Adams (1989) chez le rat. Ces divergences pourraient
étre partiellement dues a la différence des espéces utilisées, mais devraient aussi étre

causées par l'anticorps utilisé et des différences de procédures de fixation et de
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décalcification qui interféreraient significativement avec la détectabilité des sites
antigéniques respectifs.

La présence d’une forte concentration de vimentine dans les cellules épithéliales est
fréguemment observée durant le développement de nombreux organes comme le rein
(Carev et al., 2008) ou encore le pancréas (Bouwens et al., 1996 ; Di Bella et al., 2009) mais
aussi et surtout, dans les cellules cancéreuses (Joyce et al., 2009 ; Zhi et al., 2009). Comme
proposé par plusieurs auteurs (Acloque et al.,, 2009), cette transition épithélio-
mésenchymateuse permettrait aux cellules épithéliales d’acquérir une plus grande liberté de

déplacement.

Enfin, en sachant que nos marquages sont plus intenses entre P8 et P15 dans les
cellules piliers et les cellules de Deiters (Fig. 13-16F), il est tentant de supposer que la
présence de vimentine est en rapport avec I'ouverture du tunnel de Corti et la formation des

espaces de Nuel. Cependant, cette hypotheése reste a étre démontrée.
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Notre travail sur I'étude de la localisation spatiotemporelle de la tubuline BIV, de la
vimentine et de la cytokératine au niveau de I'organe de Corti nous a permis de répondre a

certaines questions :

- Lapparition de la tubuline BIV prend place a partir de E21 alors que la vimentine et la

cytokératine sont déja présentes a E18 ;

- Il semble également que la différenciation des cellules de soutien, en particulier
I'apparition de leur cytosquelette spécialisé, se déroule préférentiellement apres la

naissance ;

- La vimentine pourrait posséder un role fondamental dans le développement de
I’organe de Corti et de ses structures adjacentes en offrant par exemple une mobilité

cellulaire plus accentuée au niveau des cellules piliers et des cellules de Deiters ;

- Les trois protéines étudiées auraient un réle a jouer dans le développement de
I'organe de Corti car les marquages les plus importants s’observent lors de
I'ouverture du tunnel de Corti entre les cellules piliers a P8 et lors de I'apparition des
espaces de Nuel entre les cellules de Deiters et leur cellule sensorielle externe a P10

chezlerat;

- Les constituants du cytosquelette changent entre les cellules de soutien et les
cellules sensorielles. Concernant la tubuline BIV, elle est caractérisée par sa forte
présence au niveau des cellules de soutien mise a part une apparition dans les
cellules sensorielles entre E21 et P4-P5. Aucune présence de vimentine et de

cytokératine ne sont observées au niveau des cellules sensorielles chez le rat ;

- La présence de tubuline BIV au niveau de la cellule phalangeaire a PO n’avait jamais

été décrite jusqu’a présent.

Nous pensons qu’il serait utile d’examiner la localisation des autres isotypes de tubuline

beta au cours du développement de maniére systématique afin de compléter notre étude
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sur la différenciation des cellules de I'organe de Corti. Concernant la vimentine, son rdle et
son affinité avec les cytokératines durant le développement de 'organe de Corti pourraient
étre mieux appréhendés en étudiant des souris transgéniques n’exprimant pas la vimentine.

Il existe également d’autres protéines du cytosquelette telles que I'actine beta et I'actine

gamma qui pourraient jouer un rdle dans le développement de I'organe de I'audition.

C’est en continuant a travailler de maniere systématique qu’il nous sera possible de
suivre le possible parallélisme existant entre la présence de protéines du cytosquelette dans
les différents types cellulaires et le développement de I'organe de Corti. De plus, nos
résultats concernent en grande partie la différenciation des cellules de soutien. Des études
complémentaires seront nécessaires afin de comprendre le développement du cytosquelette

au sein des cellules sensorielles.
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RESUME

L'organe de [l‘audition chez les mammiferes est sans doute l'une des plus
remarquables structures rencontrées chez les vertébrés supérieurs. Cet organe, qui porte le
nom de celui qui I'a décrit pour la premiére fois a la moitié du XIX®™ siecle (Alfonso Corti,
1851), possede un arrangement cellulaire complexe et hautement ordonné. L'organe de
Corti est situé sur la face dorsale du canal cochléaire, au sein de l'oreille interne. Il est
composé de cellules sensorielles reposant sur des cellules de soutien. Trois rangées de
cellules sensorielles externes et une rangée de cellules sensorielles internes sont réparties
de part et d’autre du tunnel de Corti, lui-méme limité par les cellules piliers externes et
internes. Chaque cellule sensorielle est séparée de la suivante par une cellule de soutien, les
cellules de Deiters du coté externe et les cellules phalangeaires du coté interne. A I'état
mature, cette structure est bien connue ; cependant, notre connaissance de la mise en place
du cytosquelette dans ces différentes cellules hautement spécialisées de l'organe de
I'audition en développement reste largement parcellaire et incompléte.

Dans ce mémoire, nous avons analysé en microscopie confocale a balayage laser le
développement de I'organe de Corti entre le 18° jour embryonnaire et le 15° jour post-natal.
Pour appréhender le cytosquelette, nous avons utilisé les anticorps anti-tubuline BIV, anti-
vimentine, anti-cytokératine pan (CK 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 et 19), et anti-cytokératine 8.
Seule la partie basale du canal cochléaire et les structures adjacentes ont été examinées.

Nous observons que la tubuline BIV est présente au niveau des cellules sensorielles
internes entre E21 et P4-P5, au niveau des cellules sensorielles externes entre PO et P4-P5,
de la cellule phalangeaire a PO, au niveau de la cellule pilier interne et au niveau des cellules
de Deiters entre PO et P15 et enfin au niveau de la cellule pilier externe entre P4-P5 et P15 ;
ainsi, cette protéine est d’abord présente dans les cellules sensorielles et ensuite dans les
cellules de soutien. Enfin, nous montrons pour la premiere fois que la cellule phalangeaire
est marquée a PO avec cet anticorps.

Nous décelons également une positivité dans toutes les cellules épithéliales du canal
cochléaire, et en particulier au niveau des cellules piliers et au niveau des cellules de Deiters
entre P8 et P12, avec les deux anticorps anti-cytokératine utilisés.

Nous localisons de la vimentine au sein de I'épithélium du canal cochléaire alors que
celle-ci est typique des cellules d’origine mésodermique. Cette transition épithélio-
mésenchymateuse permettrait aux cellules épithéliales d’acquérir une plus grande liberté de
mouvement.

Finalement, nous suggérons que les marquages préférentiels des cellules piliers et
des cellules de Deiters entre P8 et P12 obtenus avec les quatre anticorps étudiés pourraient
étre corrélés avec la formation du tunnel de Corti et des espaces de Nuel dans I'organe de
I’audition.



