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Résumé 

Au cours de ces années de Doctorat, nous avons étudié les effets 
ototoxiques de certains médicaments et les moyens de prévenir les surdités 
neuro-sensorielles qu’ils peuvent induire. Parmi ces molécules, nous nous 
sommes concentrés sur les plus couramment utilisées en pratique clinique : 
les antibiotiques de la famille des aminoglycosides et le cisplatine, un agent 
anti-cancéreux. L’introduction de notre travail replace la surdité dans son 
contexte de santé publique. En particulier, nous décrivons pourquoi les 
médicaments ototoxiques sont utilisés et dans quelles circonstances. Nous 
présentons la structure de l’oreille interne et nous tentons d’expliquer sa 
vulnérabilité aux molécules ototoxiques. Nous abordons ensuite les moyens 
de prévention et/ou de traitement de ces atteintes neuro-sensorielles 
pharmaco-induites. Outre les moyens classiques de prévention, que sont les 
facteurs trophiques et les antioxydants, nous décrivons de nouvelles voies 
d’approche que sont les voies de signalisation impliquant la protéine kinase 
C ou la cascade d’activation RhoA/ROCK. 
La présentation de notre travail original s’articule autour de deux parties. 
Dans la première partie, nous rapportons les résultats obtenus au cours de 
notre étude de la toxicité des aminoglycosides et du cisplatine chez la souris 
et le cobaye in vivo. Nous avons mis en évidence une différence de 
vulnérabilité significative entre ces deux espèces face à l’agression 
ototoxique. Cette différence existe au niveau fonctionnel, mis en évidence 
par l’étude des potentiels évoqués auditifs, et au niveau anatomique, étudié 
en histologie et en immunohistochimie. Nous en discutons les implications en 
recherche et en pratique clinique. 
Dans la seconde partie, nous étudions les moyens de prévenir cette surdité 
in vivo et in vitro. Nous avons utilisé un modèle de surdité par 
aminoglycoside chez le cobaye. Nous avons testé et validé une technique de 
perfusion intra-cochléaire in vivo. Nous avons observé les effets de deux 
molécules expérimentales : la Bryostatine 1, un activateur de la protéine 
kinase C, et un inhibiteur de la voir RhoA-ROCK. L’effet protecteur de ces 
molécules est actuellement limité au ganglion spiral, dont la survie est 
essentielle à tout traitement d’implantation prothétique et de réadaptation. 
Nous discutons des perspectives en médecine humaine dans notre 
conclusion. 

 
Mots Clés 

Aminoglycoside, audition, bryostatine 1, cisplatine, cobaye, cochlée, 
ototoxicité, protéine kinase C, Rho kinase, souris, Y-27632. 
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Summary 
In this work, we focused our attention on the effects of main ototoxic drugs – 
i.e. aminoglycosides and cisplatin – in mammals. We identified new avenues 
for the prevention of this toxicity. In the introduction, we described how and 
why ototoxic drugs are used. We then described potential otoprotective 
strategies in neurosensory deafness. Among them, trophic factors and 
antioxidant molecules have been widely used. New otoprotective approaches 
do exist, implying the protein kinase C or RhoA/ROCK signalling. 
Our original work was presented in two parts. In the first part, we reported the 
in vivo effects of aminoglycosides and cisplatin in two mammalian species: 
mice and guinea pigs. Contrarily to guinea pigs, evidence of mice resistance 
to ototoxicity was found at a functional level, assessed by auditory brainstem 
responses, and at an anatomical level, studied by immunohistochemistry. We 
discussed the implication of such differences in research and in clinical 
practice. 
In the second part, we studied the effect of two potential otoprotective 
molecules: Bryostatine 1, an activator of the protein kinase C, and Y-27632, 
a Rho kinase inhibitor. We showed that these molecules are protecting spiral 
ganglion neurons both in vitro and in vivo. Survival of spiral ganglion neurons 
is crucial in the management and rehabilitation of deafness. The potential 
perspectives of these results in human medicine were discussed. 

 
Keywords 

Aminoglycoside, hearing, bryostatin 1, cisplatin, guinea pig, cochlea, 
ototoxicity, protein kinase C, Rho kinase, mouse, Y-27632. 
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Abréviations 

AG : aminoglycoside 
BDNF : brain-derived neurotrophic factor  
CREB : cAMP response element binding 
Cyt c : cytochrome c 
DAG : diacylglycérol 
EGF : Epidermal Growth Factor  
ERK : extracellular-regulated kinase 
FGF : Fibroblast Growth Factor  
FOXO : Forkhead classe O  
GDNF : Glial cell-Derived Neurotrophic Factor  
GSH : glutathion 
GSK3 : glycogène synthase kinase 3 
GSSG : glutathion oxydé 
GST : glutathion-S-transférase 
IGF-1 : Insulin-like Growth Factor-1 
JNK : c-Jun-N-terminal kinases  
LIMK : Lin11, Isl1 & Mec3 kinases 
L-NAME : L-N(omega)-Nitroarginine méthyl ester 
MAPK : mitogen-activated protein kinases 
MEK : mitogen extracellular-regulated kinase 
MLC-P : myosin light chain phosphorylée  
NADPH : nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NOS : nitric oxide synthase  
NOX : NADPH oxydase 
NT-3 : neurotrophine-3 
PAK : p21-activated kinase 
PI3K : phosphatidylinositol 3 kinase 
PIP2 : phosphatidylinositol-biphosphate  
PKC : protéine kinase C 
ROCK : Rho kinase 
ROS : reactive oxygen species 
RSK : kinase ribosomale S6 
SOD : superoxide dismutase 
TGFα : Transforming Growth Factor α 
TGFβ1 : Transforming Growth Factor β1 
Trk B/C : récepteur tyrosine kinase B/C 
TRVP1 : transient receptor potential vanilloid 1 
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1. La surdité aujourd’hui 

 

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la surdité est définie par la perte 

complète ou partielle de la capacité auditive d’une ou des deux oreilles. L’altération 

peut être légère, modérée, sévère ou profonde12. Classiquement, les atteintes sont 

de deux types : surdité de transmission et surdité de perception (ou 

neurosensorielle). Les surdités de transmission sont liées à une affection de l’oreille 

externe ou moyenne. Ce type de pathologie otologique est souvent curable 

médicalement ou chirurgicalement, à condition que l’accès aux soins de santé soit 

assuré. Les surdités neurosensorielles quant à elles sont en général liées à une 

atteinte de l’oreille interne et parfois du nerf auditif. Ce type d’altération de l’audition 

est souvent irréversible. Actuellement, en l’absence de traitement curatif, la surdité 

neurosensorielle nécessite une rééducation, moyennant une prothèse auditive. La 

surdité neurosensorielle peut être profonde, bilatérale, et avoir de graves 

répercussions sur l’intégration sociale, l’éducation, l’accès à une profession, à la 

santé et l’espérance de vie du patient13. Notre travail s’est concentré sur les surdités 

neurosensorielles, qui représentent aujourd’hui 80% des surdités dans le 

monde12,14. 

 

1.1 Les étiologies des surdités neurosensorielles 

La surdité neurosensorielle recouvre une large variété de pathologies. Elle peut 

survenir à la naissance (surdité héréditaire ou congénitale) ou être acquise 

ultérieurement. Les facteurs de risque de surdité à la naissance ont été clairement 

établis et sont régulièrement mis à jour par le Joint Committee on infant Hearing15-

17 : infection congénitale (rubéole, syphilis, CMV, herpès simplex, toxoplasmose, 

varicelle-zona, HIV)18-20, poids de naissance inférieur à 1500 grammes, 

prématurité21-23, hypoxie péri-natale24,25, hyperbilirubinémie26, administration de 

médicaments ototoxiques à la mère durant la grossesse27, séjour en soins intensifs 

néonataux15,24, méningite bactérienne, signes et symptômes d’un syndrome 

potentiellement associé à une surdité, anomalie crânio-faciale, ou antécédent de 

surdité familiale15-17. Un grand nombre de gènes peuvent être mutés et être à 

l’origine d’une surdité plus ou moins profonde, syndromique ou non28-31. La mutation 

la plus fréquente est celle de la connexine 26, une protéine intervenant dans les 

échanges ioniques de l’organe de Corti32-34.  
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Indépendamment des facteurs de risque, le dépistage systématique de la surdité 

chez les nouveau-nés dans les pays industrialisés permet une prise en charge 

précoce des enfants sourds ou malentendants35-38. La faisabilité d’un tel dépistage 

est actuellement à l’étude dans les pays en développement, mais se heurte à de 

nombreuses difficultés, en particulier, le manque d’uniformité des structures de 

soins à la naissance39-41. 

Les surdités neurosensorielles acquises relèvent également de plusieurs 

mécanismes. Des maladies infectieuses42 telles que la méningite43, la rougeole, les 

oreillons44 et les infections otologiques45,46 peuvent être cause de déficience 

auditive, pendant l’enfance et ultérieurement. L’utilisation de médicaments 

ototoxiques à tout âge, y compris d’antibiotiques ou d’antipaludéens, est une cause 

importante de surdité47,48, en particulier dans les pays en développement où ils sont 

davantage utilisés en raison de leur faible coût et de leur efficacité48,49. Un 

traumatisme sonore, lié par exemple à l’utilisation professionnelle d’appareils 

bruyants, à une exposition à de la musique ou d’autres bruits forts, comme des tirs 

d’arme à feu ou des déflagrations, peut provoquer une surdité50. Le vieillissement 

entraîne une perte auditive progressive (presbyacousie)51-53. Avec le vieillissement 

de la population mondiale, la presbyacousie est devenue la principale cause de 

surdité de l’adulte54. Il s’agit d’une étiologie multifactorielle (exposition à des 

traumatismes sonores répétés, affections métaboliques et vasculaires, stress 

oxydant). Les autres causes de surdité acquises sont les traumatismes physiques 

(fracture du rocher ou la chirurgie de la base du crâne), les affections 

dysimmunitaires et métaboliques, les pathologies vasculaires ou tumorales. Selon 

les estimations de l’OMS, 50% des surdités sont attribuables à des causes 

évitables12. Notre travail se concentrera sur les surdités pharmaco-induites. 

 

1.2 Les conséquences des surdités neurosensorielles 

278 millions de personnes dans le monde souffrent de surdité modérée ou profonde 

bilatérale, dont 80% vivent dans des pays à revenu faible ou intermédiaire12. Le 

nombre des personnes atteintes augmente, principalement sous l’effet de 

l’accroissement démographique mondial et de l’allongement de l’espérance de vie. 

La surdité a pour conséquence une lourde charge sociale et économique sur les 

patients, les familles, les communautés et les pays13,55. Par exemple, la surdité a un 

impact économique plus important que l’épilepsie, la sclérose en plaques, les 

traumatismes de la moelle épinière, les affections neuro-vasculaires, les maladies 
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de Parkinson et de Huntington réunis ; elle affecte, au moins, 4 fois plus de 

personnes56. L’altération de l’audition chez l’enfant s’accompagne souvent d’un 

retard de développement de la parole, du langage et des aptitudes cognitives, 

pouvant se traduire par des retards d’apprentissage et des difficultés scolaires13. 

Son impact dépend du niveau et du type de surdité, ainsi que de l’âge auquel elle 

apparaît, spécialement si elle apparaît avant l’âge d’acquisition du langage57. La 

surdité chez l’adulte a un impact négatif sur les fonctions cognitives58,59, 

l’employabilité60, la vie de famille61, l’estime de soi62 et la qualité de vie62-64. Elle 

favorise l’isolement social65 et la dépression66-68. 

La prise en charge de la surdité passe par la prévention, le dépistage précoce, la 

rééducation et la recherche. La recherche est actuellement axée vers la 

compréhension des mécanismes des lésions neurosensorielles et la mise au point 

de nouvelles stratégies de traitement. La lutte contre la surdité est intégrée dans le 

cadre général OMS de prévention des maladies chroniques et de lutte contre ces 

maladies69. 
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2. Les médicaments ototoxiques dans la pratique médicale 

 

De nombreux médicaments ont des effets secondaires ototoxiques, avec pour cible 

principale les cellules ciliées sensorielles de l’oreille interne70. Les principaux sont 

les antibiotiques de la famille des aminoglycosides, certains diurétiques de l’anse 

comme le furosémide, les salicylés, les anti-paludéens, et certains agents anti-

cancéreux dont le plus connu est le cisplatine. Dans ce travail, nous nous 

concentrerons essentiellement sur les antibiotiques de la famille des 

aminoglycosides, éventuellement potentialisés par un diurétique, et sur le cisplatine. 

En effet, ce sont les molécules les plus utilisées parmi les ototoxiques et qui 

provoquent le plus souvent une surdité chez l’homme comme chez l’animal71,72. 

 

2.1 Les aminoglycosides 

Les aminoglycosides sont des antibiotiques de plus en plus utilisés dans le monde 

en raison de l’émergence de souches bactériennes résistantes aux autres 

antibiotiques73. La streptomycine a été le premier aminoglycoside découvert à partir 

d’une souche de Streptomyces griseus par Schatz et Waksman en 1943. Cette 

découverte a mérité le prix Nobel de Médecine en 195274. Longtemps utilisée, 

Figure 1:  
Liaison de l’aminoglycoside à la sous-unité 30S du ribosome bactérien et perturbation de la 
traduction des ARNmessagers bactériens en protéines. L’accumulation de protéines aberrantes 
est responsable de l’effet anti-bactérien. 
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notamment dans le traitement de la tuberculose, elle a été progressivement 

abandonnée dans les pays industrialisés en raison de sa toxicité. Elle retrouve un 

intérêt depuis 2006 avec l’émergence de souches de tuberculose extrêmement 

résistantes75. Depuis leur découverte, plusieurs aminoglycosides ont été 

synthétisés. Ils partagent une structure commune composée d’un anneau 

aminocyclitol saturé par des groupes aminés et hydroxyl76-79. 

Les aminoglycosides se lient au ribosome bactérien (sous-unité 30S) et perturbent 

la synthèse des protéines bactériennes (Figure 1). Leur activité bactéricide est 

rapide et concentration-dépendante, suivie d’un effet post-antibiotique prolongé de 

plusieurs heures80. Leur spectre d’activité est large sur les germes Gram négatifs 

aérobies, certains cocci Gram positifs et les bacilles acido- alcoolo-résistants 

(mycobactéries)76-79. Leur biodisponibilité est pratiquement nulle per os. Ainsi, ils 

sont utilisés en injection intraveineuse ou intramusculaire. Ils ne sont pas 

métabolisés et sont éliminés par filtration glomérulaire rénale. Leur indice 

thérapeutique (rapport entre la dose thérapeutique et la dose toxique) est étroit et 

ces antibiotiques nécessitent un suivi des concentrations sanguines80. Ce 

monitoring n’est pas disponible dans tous les pays. Les aminoglycosides sont 

souvent utilisés en une seule injection par jour pour accroître leur efficacité 

antibactérienne (concentration-dépendante) et réduire leur toxicité (dépendante 

notamment du nombre d’expositions). Ils sont rarement recommandés en 

monothérapie en raison de leur toxicité trop élevée. Dans nos pays, ils sont de plus 

en plus utilisés en association avec d’autres antibiotiques (bêta-lactamines, 

vancomycine) contre les infections hospitalières graves dues à des bactéries Gram-

négatives multi-résistantes (entérobactéries, Pseudomonas aeruginosa). En 

particulier, dans les unités de soins intensifs néonataux, ils font partie du traitement 

de première intention des infections invasives à Bacille Gram-négatif. Dans les pays 

industrialisés, un traitement court est privilégié pour éviter les effets toxiques. 

Dans les pays en développement, où on observe une recrudescence des cas de 

tuberculose et en particulier de tuberculose multi-résistante, ils font partie de 

l’arsenal thérapeutique au long cours. Leur faible coût en fait un allié de choix pour 

le médecin de terrain81,82. Selon les estimations de l’OMS, un tiers de la population 

mondiale est contaminée par le bacille tuberculeux, Mycobacterium tuberculosis (ou 

BK, Bacille de Koch). La tuberculose est souvent une maladie sans début bien 

marqué et à évolution chronique et progressive83. Le traitement est long (au moins 6 

mois) et comporte une combinaison de médicaments incluant souvent un ou 

plusieurs aminoglycosides en fonction des résistances aux antibiotiques. En 2008-
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2009, un nombre record de cas de tuberculose multi-résistante a été déclaré à 

l’OMS : le nombre de nouveaux cas est estimé à un demi-million par an81. La 

tuberculose pharmacorésistante est responsable d’une mortalité plus élevée et est 

nettement plus difficile et plus chère à soigner que la tuberculose 

pharmacosensible. Elle requiert un traitement plus agressif et plus long, par 

fluoroquinolones et aminoglycosides, en particulier la kanamycine et l’amikacine84. 

 

2.2 Le cisplatine 

Le cisplatine est un agent anti-cancéreux apparenté aux agents alkylants, dont le 

mécanisme d’action anti-cancéreux résulte d’une interaction directe avec l’ADN 

cellulaire. Le cisplatine lie les bases puriques de l’ADN et forme des liaisons 

irréversibles entre les différents brins d’ADN et entre les deux chaînes de la double 

hélice80,85-87(Figure 2). La réplication de l’ADN et sa transcription en ARN sont 

inhibées. Cet effet aboutit à l’inhibition de la multiplication cellulaire, principalement 

dans les tissus à activité mitotique élevée. Le cisplatine est surtout utilisé 

actuellement dans les cancers du poumon, du sein, de l’estomac, de la vessie, de la 

tête et du cou et du testicule80. En particulier, les cancers du poumon, du sein et de 

l’estomac sont parmi les plus fréquents et les plus meurtriers des cancers dans le 

monde88. Plus de 70% des décès par cancer surviennent dans les pays à faible 

revenu ou à revenu intermédiaire. D’après les projections, leur nombre devrait 

augmenter de 45% entre 2007 et 2030 pour atteindre 12 millions de décès en 2030 

à l’échelle mondiale88. Cette augmentation est en partie due à l'accroissement et au 

vieillissement de la population. Il est donc probable qu’un agent anticancéreux aussi 

efficace, disponible et bon marché que le cisplatine sera de plus en plus utilisé dans 

le monde. Les effets secondaires majeurs du cisplatine sont la néphrotoxicité, la 

surdité neurosensorielle, et la neurotoxicité80. La toxicité rénale est quasi constante 

et nécessite un protocole d’hydratation intraveineuse et éventuellement l’utilisation 

d’un diurétique de type furosémide. Ce diurétique a également un effet ototoxique 

propre89,90, rarement significatif lorsqu’il est utilisé seul à dose thérapeutique, mais 

qui peut entrainer une surdité à doses plus élevées et en association avec d’autres 

toxiques comme le cisplatine91. Les patients en cours de chimiothérapie 

anticancéreuse sont également plus vulnérables aux infections, en particulier en 

raison de l’immunosuppression chimio-induite. Ils sont donc plus susceptibles de 

nécessiter un traitement par antibiotique parfois ototoxique. L’ototoxicité cumulée 

sera alors importante.  
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Les mécanismes d’ototoxicité du cisplatine et des aminoglycosides (activation de la 

voie JNK, génération de radicaux libres) sont détaillés à la section 4. 

 

Figure 2:  
Liaison du cisplatine sur les bases puriques de l’ADN et  induction d’une variation de la 
conformation locale de la double hélice d’ADN, inhibant la réplication. 
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3. La structure de l’oreille interne 

 

Les médicaments ototoxiques ont pour cible des cellules spécifiques de l’oreille 

interne. L’oreille est anatomiquement composée de trois parties. L’oreille externe et 

l’oreille moyenne sont responsables de la conduction des sons vers l’oreille interne, 

qui sert de récepteur sensoriel et de transmetteur du signal vers le système nerveux 

central. Une atteinte de l’oreille externe ou moyenne provoque une surdité de 

transmission. Une atteinte de l’oreille interne, cochléaire ou rétro-cochléaire est 

responsable d’une surdité de perception ou neurosensorielle. Les médicaments 

ototoxiques peuvent également atteindre le système vestibulaire, partie de l’oreille 

interne responsable de l’équilibre et composée d’un organe otolithique et des 

canaux semi-circulaires. Notre étude se concentre sur la portion auditive de l’oreille 

interne, c’est-à-dire la cochlée. 

Chez l’être humain, l’oreille interne commence à se différencier à la fin de la 

troisième semaine gestationnelle, où la placode otique se développe à partir de 

l’ectoderme superficiel. Les cellules ciliées, les cellules de soutien, les neurones 

auditifs et le nerf auditif dérivent de cette placode otique. Durant la quatrième 

semaine gestationnelle, la placode otique s’invagine pour devenir la vésicule otique. 

Figure 3 : Coupe à travers la cochlée.  
1. Rampe vestibulaire. 2. Rampe tympanique. 3. Canal cochléaire. 4. Cellules ciliées 
externes. 5. Cellule ciliée interne. 6. Cellules de soutien. 7. Tunnel de Corti. 8. Cellule 
pilier. 9. Membrane basilaire. 10. Membrane de Reissner. 11. Membrane tectoriale. 12. 
Ganglion spiral. 13. Strie vasculaire. 
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Les cellules ciliées de l’organe de Corti et les cellules de soutien commencent à 

s’organiser en un épithélium complexe et polarisé. L’organe de Corti est constitué 

dans la 7e semaine gestationnelle92. L’organe de Corti est le récepteur sensoriel 

proprement dit de l’oreille interne. Il contient, entre autres, les cellules ciliées 

internes qui transforment l’onde sonore en signal électrique pour les neurones du 

ganglion spiral. 

La cochlée mature est un organe creux composé d’une structure osseuse et 

membraneuse, qui chez les mammifères a une forme spiralée. Tout le long des 

tours de spire sont alignées les cellules ciliées formant l’organe de Corti93. Les 

cellules ciliées sont organisées le long d’une membrane, la membrane basilaire, qui 

sépare la cochlée en 2 chambres : 1/ la rampe tympanique qui vient au contact de 

la face inférieure de la membrane basilaire et 2/ le canal cochléaire qui contient les 

cellules ciliées à la face supérieure de la membrane basilaire (figure 3). La rampe 

tympanique comprend la périlymphe, riche en sodium (140 mmol/l) et pauvre en 

potassium (3 mmol/l)5,94,95. Le canal cochléaire baigne les cellules sensorielles dans 

l’endolymphe, dont la composition se différencie de la périlymphe essentiellement 

par sa richesse en potassium (150 mmol/l) et sa pauvreté en sodium (1 mmol/l). 

Les cellules ciliées sont composées d’une rangée de cellules ciliées internes (± 

3500 cellules) et de trois rangées de cellules ciliées externes (± 20000 cellules). Les 

cellules ciliées internes font synapses avec les neurones primaires de la voie 

auditive (innervation afférente). Les cellules ciliées externes, ayant des propriétés 

contractiles et permettant la modulation du signal transmis, font synapses 

essentiellement avec les neurones issus de la voie efférente cochléaire. Entre les 

cellules ciliées internes et externes se situent des cellules de soutien appelées 

cellules piliers, constituant le tunnel de Corti. Elles sont intégrées dans un réseau 

d’autres cellules de soutien : cellules de Deiters, cellules de Hensen et cellules de 

Claudius. Les cellules ciliées sont des cellules polarisées, avec une partie apicale 

coiffée de stéréocils en contact avec la membrane tectoriale et une partie basale en 

contact avec des fibres nerveuses afférentes et efférentes quittant l’organe de Corti 

au travers de la membrane basilaire. Au dessus du canal cochléaire, et séparée par 

la membrane de Reissner, se trouve la rampe vestibulaire, composée de 

périlymphe comme la rampe tympanique. La strie vasculaire, intégrée dans la face 

latérale du canal cochléaire et composée d’un réseau capillaire important, 

comprend des cellules spécialisées dans le maintien de la composition ionique de 

l’endolymphe (Figure 3). Ces cellules, appelées cellules marginales, sécrètent le 

potassium de l’endolymphe au travers de deux transporteurs basolatéraux, la 
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pompe Na+,K+,ATPase et le cotransport Na+,K+, Cl-, et d’un canal potassique apical 

(IsK/KvLQT1)96. 

Les vibrations sonores sont transmises à la périlymphe puis aux membranes 

basilaire et tectoriale, ce qui entraîne une déflection des stéréocils des cellules 

ciliées. Cette déflection des stéréocils contrôle l’ouverture de canaux ioniques 

sensibles au stimulus mécanique97. Par exemple, au niveau des cellules ciliées 

internes, la flexion horizontale des stéréocils vers l’extérieur provoque une 

dépolarisation cellulaire, qui entraîne ensuite une augmentation de la décharge 

dans les fibres afférentes du nerf auditif. Les cellules ciliées internes sont 

organisées de manière tonotopique avec un encodage préférentiel des hautes 

fréquences (longueur d’onde courte) à la base de la cochlée et des basses 

fréquences à la partie apicale du limaçon98. Ceci explique qu’une atteinte de la base 

de la cochlée, plus sensible aux agressions ototoxiques, entrainera une surdité 

prédominant pour les hautes fréquences99. 

Le ganglion spiral est une structure nerveuse située dans l’axe de la cochlée et 

comprenant les neurones auditifs. Les neurones de type I forment 90 à 95% de 

l’ensemble des neurones auditifs. Leur prolongement périphérique, myélinisé, vient 

se connecter à une cellule ciliée interne. En moyenne, une cellule ciliée interne 

forme des synapses avec 10 neurones de type I. Les neurones de type II, plus 

petits et non myélinisés, ont un prolongement périphérique qui se ramifie pour se 

connecter à plus de 10 cellules ciliées externes100. Les neurones du ganglion spiral 

envoient des axones vers les noyaux cochléaires du tronc cérébral. Ces axones 

forment le nerf auditif et sont organisés de manière tonotopique pour encoder la 

fréquence, la durée et l’intensité des signaux transmis. 

A partir des noyaux cochléaires, les axones des voies auditives primaires, issus des 

noyaux cochléaires ventral et dorsal, croisent la ligne médiane et établissent des 

synapses dans le noyau olivaire supérieur controlatéral. Les voies auditives 

primaires empruntent ensuite le lemniscus latéral pour atteindre le tubercule 

quadrijumeau inférieur, puis le corps genouillé interne bilatéralement et enfin le 

cortex auditif (circonvolution transverse de Heschl). La voie auditive primaire est 

évaluée par l’étude des potentiels évoqués du tronc cérébral, qui enregistre l’activité 

électrique générée par les différents relais le long de la voie auditive primaire 

(Figure 4). Les ondes évoquées dans les 10 premières secondes après stimulation 

auditive correspondent aux différents relais synaptiques. Ils nous ont permis 

d’étudier l’audition des animaux d’expérience. Il existe en outre un riche réseau de 

connexions bilatérales, distribuées dans le tronc cérébral, l’hypothalamus, le 
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thalamus et le cortex, qui assurent une projection bilatérale des informations 

auditives. Il existe également des voies descendantes issues du cortex auditif et du 

colliculus inférieur qui innervent les niveaux des voies auditives situés plus bas101. 

 

Figure 4:  
Schématisation des voies auditives afférentes. Le premier relais, constitué par le ganglion spiral, 
établit des synapses avec les noyaux cochléaires du bulbe du tronc cérébral. A partir de ce 2e relais, 
la plupart des axones croisent la ligne médiane et arrivent dans l’olive supérieure (3e relais). Les 
axones empruntent alors le lemniscus latéral pour arriver aux tubercules quadrijumeaux inférieurs 
du mésencéphale (4e relais). Ils projettent ensuite sur les corps genouillés internes ou médians du 
thalamus, 5e et dernier relais avant le cortex cérébral (Cette figure est inspirée du cours de 
Neuroanatomie du Professeur Schoenen). 
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4. Les mécanismes d’ototoxicité 

 

Les molécules ototoxiques ont pour cible principale les cellules ciliées de l’organe 

de Corti. Il existe un gradient de sensibilité baso-apical de ces cellules ciliées : la 

base est plus vulnérable que l’apex de la cochlée102. Il existe également une 

différence de sensibilité entre les cellules ciliées externes et internes : les cellules 

ciliées externes sont plus fragiles et sont les premières à montrer des signes de 

souffrance71,103. Cette variation de vulnérabilité des cellules de l’oreille interne 

pourrait être due à un potentiel d’oxydo-réduction différent, impliquant dès lors une 

sensibilité différente aux radicaux libres104. 

La vulnérabilité des cellules cochléaires peut également être différente d’une 

espèce à l’autre. Les cellules ciliées aviaires ont la propriété de régénérer après une 

lésion105,106. Même au sein des mammifères, la toxicité pharmacologique peut être 

différente en raison d’un métabolisme différent, d’une pharmacocinétique différente 

et d’une biodisponibilité différente107-109. La première partie de notre travail se 

concentre sur l’étude de l’ototoxicité chez les mammifères et les différences de 

vulnérabilité. Ceci est particulièrement important en recherche lorsqu’il faut établir 

un modèle animal d’ototoxicité. Nous nous limiterons dans ce travail à la toxicité 

d’un aminoglycoside et du cisplatine. 

 

4.1 L’ototoxicité des aminoglycosides 

L’ototoxicité des aminoglycosides est liée à une cascade de réactions complexes et 

à la génération d’un excès de radicaux libres72. La pénétration des aminoglycosides 

dans l’oreille interne n’est pas exactement corrélée avec le taux sérique ou 

périlymphatique d’antibiotique, mais plutôt avec la dose totale administrée110 et la 

période de temps pendant laquelle le taux sérique est élevé111. Les aminoglycosides 

pénètrent tous les types cellulaires de la cochlée112, mais ceux-ci ont une 

vulnérabilité intrinsèque différente113.  

Les aminoglycosides ont une structure polycationique et sont capables de lier tous 

les sites anioniques des membranes cellulaires. Ils sont donc attirés électriquement 

par la partie apicale, chargée négativement, des cellules ciliées, et sont 

endocytés114. La fixation de l’aminoglycoside à la membrane est probablement 

médiée par un récepteur de nature encore inconnue115. L’endocytose 

subséquente115 semble dépendante de la myosine VIIA116,117, une protéine 
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impliquée dans le trafic membranaire.  

Les aminoglycosides peuvent également pénétrer dans la cellule ciliée par les 

canaux ioniques sensibles au stimulus mécanique des stéréocils118. 

A l’intérieur de la cellule ciliée, les modifications morphologiques précoces sont une 

augmentation des lysosomes et une prolifération du réticulum endoplasmique119. 

Les aminoglycosides s’accumulent dans des vésicules lysosomales jusqu’à rupture 

de ces dernières et se déversent dans le cytoplasme120, où ils sont hautement 

toxiques. Les aminoglycosides forment des complexes avec le fer121,122. Ces 

complexes catalysent la formation d’espèces réactives de l’oxygène122-124. En outre, 

les aminoglycosides inhibent l’activité de la catalase, une enzyme importante dans 

l’arsenal antioxydant des cellules. Ils activent la NO synthase inductible et 

promeuvent la production de peroxynitrite125. L’activité de la NADPH oxydase, 

produisant l’anion réactif superoxyde, semble également favorisée par 

Figure 5:  

Mécanismes d’ototoxicité des aminoglycosides dans les cellules ciliées externes et internes. 
Les aminoglycosides (AG) forment un complexe intracellulaire hautement réactif avec le fer, 
capable de générer des espèces libres de l’oxygène (ROS : Reactive Oxygen Species). Ils ont 
également un effet inhibiteur sur des enzymes anti-oxydantes (catalase) et un effet activateur 
sur des enzymes oxydantes (NO synthase, NADPH oxydase). L’accumulation des espèces 
réactives de l’oxygène aboutit à l’activation d’une famille de protéines kinases sensibles au 
stress comme les MAPK (Mitogen-activated protein kinases) et les JNK (c-Jun-N-terminal 
kinases). L’activité de ces enzymes est accompagnée d’une élévation du calcium 
intracellulaire et de la libération de cytochrome c (Cyt c) par la mitochondrie, menant à 
l’apoptose cellulaire. 
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l’administration d’aminoglycosides126. 

L’équipe de Hirose a directement mis en évidence l’accumulation de radicaux libres 

dans les cellules ciliées externes en 1997127 et cette accumulation a été confirmée 

récemment128. Le gradient baso-apical  de vulnérabilité aux aminoglycosides a été 

démontré in vivo et in vitro et semble être corrélé à une différence de sensibilité aux 

radicaux libres104. L’importance du fer et des radicaux libres dans l’ototoxicité des 

aminoglycosides est largement illustrée par les nombreuses études utilisant des 

chélateurs du fer et/ou des antioxydants comme otoprotecteurs (voir la section 5 sur 

l’otoprotection). 

L’accumulation des espèces réactives de l’oxygène favorise l’activation de protéines 

G comme Ras et de GTPases comme Rac. Ceci aboutit à l’activation d’une famille 

de protéines kinases sensibles au stress comme les MAPK (Mitogen-activated 

protein kinases) et les JNK (c-Jun-N-terminal kinases). L’activité de ces enzymes 

est accompagnée d’une élévation du calcium intracellulaire et de la libération de 

cytochrome c par la mitochondrie, menant à l’apoptose72,129,130 (figure 5).  

Les polyphosphoinositides membranaires sont un cas particulier. Ils constituent une 

part quantitativement mineure mais fonctionnellement très importante des 

membranes cellulaires, étant à l’origine du diacylglycerol, de l’inositol triphosphate 

et de l’acide arachidonique, lui-même précurseur des prostaglandines et 

prostacyclines. Ils ont une affinité extrêmement élevée pour les aminoglycosides et 

il existerait une corrélation entre le potentiel ototoxique des aminoglycoside et leur 

affinité pour les polyphosphoinositides membranaires131. L’acide arachidonique, en 

particulier, agit comme donneur d’électrons permettant la formation de radicaux 

libres123,132. L’administration chronique d’aminoglycosides modifie les voies de 

signalisation des phosphoinositides dans les cellules ciliées au dépend des voies 

pro-survie phosphatidylinositol-trisphosphate/akt133. 

D’autres mécanismes de toxicité ont été décrits comme une excitotoxicité mimant 

celle du glutamate134,135. 

Plusieurs facteurs ont été mis en évidence pour expliquer la vulnérabilité intrinsèque 

des cellules ciliées externes aux aminoglycosides : leur faible potentiel d’oxydo-

réduction104, l’absence de translocation médiée par les radicaux libres du NFκB 

dans le noyau136, cette dernière étant présente dans les cellules cochléaires 

résistantes aux aminoglycosides comme les cellules de soutien. L’aggravation des 

lésions des cellules ciliées externes par leur innervation efférente est sujette à 

débat131. 
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La perte des cellules ciliées externes est rapidement suivie par la perte des cellules 

ciliées internes, par les mêmes mécanismes. Après lésion des cellules ciliées 

sensorielles, on observe une rétraction axonale des neurones du ganglion spiral137, 

puis une perte progressive des corps neuronaux138,139. La mort neuronale 

provoquée par un traitement par aminoglycoside est liée à la perte du support 

neurotrophique provenant des cellules ciliées. La privation de facteurs 

neurotrophiques provoque une augmentation de la production de radicaux libres 

dans les cultures neuronales140,141 et en particulier dans les cultures de neurones du 

ganglion spiral142. L’accumulation de radicaux libres favorise les voies de 

signalisation intracellulaires pro-apoptotique au dépend des médiateurs de survie.  

Contrairement à ce qui a été clairement établi chez les rongeurs, la mort neuronale 

conséquente à la perte des cellules ciliées reste un sujet de débat chez l’être 

humain143-145. Une toxicité neuronale directe des aminoglycosides chez l’humain est 

possible145-147. 

La présentation clinique est une surdité neurosensorielle prédominant pour les 

hautes fréquences, qui peut être associée à un acouphène. Les otoémissions 

acoustiques mesurant la fonction des cellules ciliées externes sont altérées 

précocement148,149. Les potentiels évoqués auditifs peuvent montrer une élévation 

du seuil auditif, une diminution de l’amplitude et une augmentation de latence de la 

réponse nerveuse150. Une atteinte vestibulaire due aux aminoglycosides peut se 

manifester par une instabilité et, plus rarement, par un vertige accentué par les 

mouvements de tête110,131,151,152. 

 

4.2 L’ototoxicité du cisplatine 

Le cisplatine ou cis-diaminedichloroplatine est composé d’un atome de platine, de 

deux atomes de chlore et de deux groupes aminés (Figure 6). Les composés thiol 

(contenant un groupe sulfhydryl SH) ont une haute affinité pour le cisplatine et ceux-

ci ont été largement utilisés en otoprotection (voir la section 5 sur l’otoprotection). 

Dans un milieu pauvre en chlore (comme le milieu intracellulaire), une partie du 

cisplatine peut subir une transformation hydrolytique en un complexe hydraté (figure 

6), considéré comme plus toxique que le cisplatine lui-même à cause de son 

instabilité et de sa capacité à former des radicaux libres71,153-155. 
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Plusieurs changements biochimiques suivent l’administration de cisplatine, dans 

plusieurs types cellulaires de la cochlée, en particulier dans les cellules ciliées 

externes, la strie vasculaire et les neurones du ganglion spiral72. La toxicité 

neuronale a lieu en parallèle avec les lésions de l’organe de Corti156. On observe 

une diminution du glutathion intracellulaire et des enzymes anti-oxydantes 

(superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase et glutathion réductase). 

En même temps, il existe une augmentation des marqueurs de peroxydation des 

lipides (malondialdehyde et aldéhyde-4-hydroxynonenal) intracellulaires71,72,157. La 

NADPH oxydase de type 3 (NOX3), une NADPH oxydase exprimée spécifiquement 

dans l’oreille interne158, voit son activité dramatiquement augmenter suite à un 

traitement par du cisplatine, produisant un excès d’anion superoxyde159. Les 

défenses cellulaires sont rapidement dépassées avec l’épuisement du glutathion 

intracellulaire et des enzymes antioxydantes. 

Il existe un parallélisme avec l’effet néphrotoxique du cisplatine. L’épithélium 

tubulaire rénal exprime l’enzyme NOX4, qui joue un rôle similaire dans les lésions 

rénales induites par le cisplatine160. L’anion superoxyde joue un rôle très important 

dans les lésions des neurones auditifs, et sa neutralisation permet de protéger 

l’oreille interne161. 

Un autre parallélisme avec les lésions de néphrotoxicité induites par le cisplatine est 

l’expression de la Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), à la fois dans l’épithélium 

tubulaire rénal et dans les cellules ciliées cochléaires. KIM-1 semble jouer un rôle 

antioxydant dans ces deux tissus159. 

Le cisplatine induit également l’expression de la NO synthase inductible, 

responsable de la production de NO162. L’accumulation de NO et d’autres espèces 

réactives induit la libération du cytochrome c de la mitochondrie (figure 7) via 

Figure 6:  
Structure du cisplatine (à gauche), composé d’un atome de platine, de deux atomes de 
chlore et de 2 groupes aminés. A droite, hydrolyse du cisplatine en un complexe 
monohydraté, favorisée par un milieu pauvre en chlore (comme le milieu intracellulaire). 
La forme hydratée du cisplatine est considérée comme la clé de son action cytotoxique 
anti-néoplasique, mais aussi de son action néphrotoxique et ototoxique. 
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l’activation de protéines de la famille de Bcl-2. L’activation subséquente des 

caspases 9 et 3 conduit ensuite la cellule à l’apoptose71,103. Une étude récente a 

démonté que les espèces réactives de l’oxygène générées par le cisplatine 

favorisent l’activation du récepteur TRVP1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 

1), contribuant à une élévation du calcium intracellulaire et à l’apoptose des cellules 

exprimant ce récepteur, comme les cellules ciliées externes et les neurones du 

ganglion spiral 163. 

Au niveau de la strie vasculaire, on observe un œdème et un gonflement des 

cellules marginales, puis un amincissement de la strie vasculaire164-166. Il existe 

également une augmentation de l’expression de la NO synthase inductible dans la 

strie vasculaire. Le NO généré réagit avec l’anion superoxyde pour former le radical 

hautement réactif peroxynitrite165. L’apoptose est surtout observée dans les cellules 

marginales165,167,168 et est médiée par l’activation des caspase 3 et 9165,168. Le 

transport du potassium n’est plus assuré et le potentiel endocochléaire diminue103, 

comme après toute lésion de la strie vasculaire169. 

Figure 7:  

Mécanismes d’ototoxicité du cisplatine dans les cellules ciliées externes et internes. Le 
cisplatine (CP) peut former un complexe monohydraté intracellulaire hautement réactif, 
capable de générer des espèces libres de l’oxygène (ROS : Reactive Oxygen Species). Il 
active des enzymes oxydantes comme la NADPH oxydase de type 3 (NOX3) et la NO 
synthase inductible (iNOS). L’accumulation des espèces réactives de l’oxygène aboutit à 
l’activation des JNK (c-Jun-N-terminal kinases). L’activité de ces enzymes est suivie d’une 
libération de cytochrome c (Cyt c) par la mitochondrie et de l’expression des caspases 3 et 9, 
menant à l’apoptose cellulaire. 
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Chez l’être humain, des modifications histologiques au niveau de l’organe de Corti, 

du ganglion spiral et de la strie vasculaire, concordantes avec les études sur 

l’animal, ont été mises en évidence170. Cliniquement, les plaintes les plus fréquentes 

sont des acouphènes, une hypoacousie pour les hautes fréquences se traduisant 

par des difficultés de compréhension en environnement bruyant et une difficulté à 

orienter un son. Les plaintes vestibulaires sont plus rares171,172. 
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5. Les stratégies d’otoprotection 

 

De nombreuses molécules ont déjà été testées pour protéger les cellules ciliées 

et/ou les neurones du ganglion spiral après une agression pharmacologique ou 

physique. Parmi celles-ci, les plus utilisées sont les facteurs trophiques et les 

antioxydants. 

 

5.1 Les facteurs trophiques 

Les facteurs trophiques agissent à de nombreux niveaux dans l’oreille interne : la 

prolifération, le développement, la polarité, l’homéostasie et la réponse aux 

dommages. L’utilisation pharmacologique des facteurs trophiques, dans un but 

préventif ou curatif, est donc une approche prometteuse. Leur demi-vie courte limite 

néanmoins leur efficacité. 

5.1.1 Les facteurs trophiques et les cellules ciliées 

Plusieurs facteurs trophiques ont été étudiés dans le développement et la réparation 

des cellules ciliées, car ils sont largement exprimés dans l’organe de Corti173,174. Le 

TGFβ1 (Transforming Growth Factor β1) et le GDNF (Glial cell-Derived 

Neurotrophic Factor) appartiennent à la superfamille du TGFβ. Le TGFβ1 permet la 

survie des cellules ciliées externes adultes en culture173. Le GDNF a démontré une 

efficacité in vitro pour protéger les cellules ciliées contre la toxicité des 

aminoglycosides ou du cisplatine175. In vivo, le GDNF prévient la perte des cellules 

ciliées provoquée par un aminoglycoside175-177, par un traumatisme sonore178-180 ou 

par une ischémie cochléaire181. Son effet semble cependant délétère à haute 

concentration178 et l’expression de récepteurs au GDNF n’a pas été mise en 

évidence dans l’organe de Corti182, ce qui laisse supposer un mécanisme d’action 

indirect183. L’effet du GDNF ne se limite pas aux cellules ciliées, mais concerne 

également les neurones du ganglion spiral (voir section suivante). 

Le basic Fibroblast Growth Factor (b-FGF) appartient à la famille des FGFs, une 

famille de facteurs trophiques liant l’héparine. Les FGFs lient des récepteurs 

tyrosine-kinase de haute affinité, les FGF récepteurs (FGFRs). La liaison du ligand 

au récepteur induit la dimérisation puis l’auto-phosphorylation de ce dernier, 

permettant d’initier une cascade de signalisation intracellulaire. Les principales 

cascades potentiellement impliquées sont la voie Mitogen-activated protein kinase 

(MAPK), la voie des phosphatidylinositol-3 kinase/Akt, la voie de la phospholipase 
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C/protéine kinase C, et la voie Rac-cdc42-Rho. Ces voies de signalisation 

contrôlent la prolifération, la survie, la migration, l’adhésion cellulaire et l’expression 

de différents gènes184,185. Après lésion d’une cochlée aviaire, qui a la propriété 

intéressante d’auto-réparation, on observe une augmentation de l’expression du 

basic Fibroblast Growth Factor (b-FGF) et de son récepteur, permettant la 

réparation186-188. Le b-FGF a été utilisé avec efficacité chez les mammifères pour 

protéger les cellules ciliées dans des modèles de traumatisme sonore in vitro189 et in 

vivo190. Néanmoins, cet effet otoprotecteur n’est pas systématique191. En outre, une 

souris mutante n’exprimant pas de b-FGF n’est pas sourde192. Le rôle exact du b-

FGF dans le développement et la réparation de l’oreille interne n’est donc pas 

encore tout à fait clair et semble varier entre les espèces. Dans la famille des FGFs, 

le a-FGF (acidic Fibroblast Growth Factor) est produit par les neurones du ganglion 

spiral et lie son récepteur (FGFR) dans l’organe de Corti193,194. Parmi les FGFRs, le 

FGFR-3 est exprimé par les cellules de soutien de l’organe de Corti, ainsi que par 

les cellules ciliées externes dans certaines conditions193,194. Le a-FGF permet de 

maintenir l’intégrité des cellules ciliées in vitro173 et in vivo après un traumatisme 

sonore chez le rat193, mais pas chez le cobaye191. 

L’EGF (Epidermal Growth Factor) et le TGFα (Transforming Growth Factor α) sont 

des ligands de EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) dans l’organe de Corti. 

Ils favorisent tous deux la survie des cellules ciliées in vitro195-197, mais cet effet n’est 

pas systématique pour le TGFα et pourrait dépendre de l’âge173. Le TGFα et l’IGF-1 

(Insulin-like Growth Factor-1) in vivo permettent la survie des cellules ciliées 

vestibulaires après agression par un aminoglycoside198. L’IGF-1 favorise par ailleurs 

la survie des cellules ciliées externes de l’organe de Corti in vitro173. 

L’érythopoïétine, une hormone glycoprotéique, est exprimée dans les cellules de 

soutien de l’organe de Corti, la strie vasculaire et le ligament spiral199,200. Elle permet 

la survie des cellules ciliées internes et externes en culture après une lésion 

ischémique201 ou une agression par un aminoglycoside202. 

Parmi les neurotrophines, la neurotrophine-3 (NT-3) permet de protéger les cellules 

ciliées externes in vivo chez le cobaye après un traumatisme sonore203. Par contre, 

le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) n’a pas démontré d’effet pro-survie 

dans l’organe de Corti in vitro173 ni in vivo203. 
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5.1.2 Les facteurs trophiques et les neurones auditifs 

Au niveau des neurones du ganglion spiral, les neurotrophines, une famille de 

facteurs de croissance polypeptidiques, ont un rôle fondamental. Plus 

particulièrement, le brain-derived neurotrophic factor (BDNF) et la neurotrophine-3 

(NT-3) permettent la survie des neurones du ganglion spiral en interagissant avec 

leurs récepteurs à haute affinité que sont respectivement les tyrosine kinase B 

(TrkB) et C (TrkC)204-207. La liaison extracellulaire du ligand induit la dimérisation, 

puis l’auto-phosphorylation du récepteur. La phosphorylation des sites tyrosine dans 

les régions juxtamembranaires et C-terminales induit la liaison de différentes 

protéines qui activent ensuite des cascades de signalisation : la voie Ras/MAPK et 

la voie phosphoinositide-3-kinase (PI3K/akt)1. Ces cascades sont décrites dans la 

figure 8. Les neurotrophines jouent un rôle essentiel dans le développement de la 

cochlée et sa réponse face à une lésion. Leur fonction dépasse largement la 

prolifération et la survie cellulaire. Elles sont indispensables à la différenciation 

neuronale, l’expression de gènes, la guidance axonale, l’organisation du ganglion 

spiral et la synaptogenèse183,208,209. 

La plupart des neurones du ganglion spiral expriment les 2 récepteurs TrkB et 

TrkC208. Les neurotrophines sont exprimées par les cellules ciliées mais aussi par 

d’autres types cellulaires cochléaires, de manière dynamique en fonction du 

développement210. 

Le BDNF et la NT-3 ont été largement utilisés chez les rongeurs pour protéger les 

neurones du ganglion spiral suite à une agression sonore ou pharmacologique203,211-

213. Les souris mutantes n’exprimant pas les deux récepteurs ou les deux ligands 

perdent leurs fonctions vestibulaire et auditive214,215. Les souris mutantes pour un 

récepteur ou une neurotrophine montrent des déficits plus spécifiques et permettent 

de distinguer la fonction du BDNF et de la NT-3 (revue par208,216). Le gène Brn-3c 

régule l’expression du BDNF et de la NT-3, et sa mutation chez la souris entraîne 

une surdité217. Outre le traitement par injection cochléaire de neurotrophines, la 

thérapie génique, par inoculation de virus surexprimant BDNF ou NT-3, permet 

d’assurer la survie neuronale après administration de molécules ototoxiques ou 

suite à la privation des neurones en facteurs trophiques (par exemple après la perte 

des cellules ciliées)218. Malgré tous ces résultats concordants et encourageants, 

l’effet des neurotrophines après lésion de la cochlée semble limité par la diminution 

d’expression des récepteurs TrkB et TrkC219. 
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Le GDNF est également un facteur trophique important pour les neurones du 

ganglion spiral. Il agit sur de nombreuses populations neuronales du système 

nerveux central et périphérique220,221. Il permet la survie des neurones cochléaires 

soumis à la toxicité du cisplatine175. Il a démontré un effet protecteur chez les 

cobayes soumis à un traumatisme sonore182. L’inoculation dans la cochlée d’un 

vecteur adénoviral permettant l’expression de GDNF protège également les 

neurones contre la toxicité des aminoglycosides222,223. L’effet protecteur n’est pas 

limité au type cellulaire neuronal, mais implique également les cellules ciliées (voir 

section précédente). 

Figure 8 :  
La liaison des neurotrophines au récepteur Trk stimule sa phosphorylation, ce qui recrute une 
série de protéines de signalisation. Ces protéines activent les voies PI3K et MEK/MAP kinase 
(Mitogen Extracellular–regulated Kinase/Mitogen Activated Protein kinase). Ces voies sont 
activées via la protéine Ras. Akt est le médiateur-clé de l’activité pro-survie de PI3K. Il inhibe 
par phosphorylation une série de facteurs pro-apoptotiques comme Bad, GSK3β (Glycogen 
Synthase kinase 3) et les facteurs de transcription de la famille Forkhead. La phosphorylation 
de Bad inhibe sa liaison à Bcl2, ce qui permet l’activation de ce dernier. L’inhibition des 
facteurs de transcription de la famille Forkhead permet la diminution de l’expression du Fas 
Ligand (FasL). La voie MAPK est initiée par l’activation de la protéine Ras, ce qui permet la 
phosphorylation de MEK par la protéine kinase Raf. MEK phosphoryle ensuite des MAP 
kinases : ERK 1, ERK2 et ERK5. Les ERK1/2 ont de nombreux substrats cellulaires dont la 
kinase ribosomale S6 (RSK). La RSK phosphoryle le facteur de transcription pro-survie 
CREB (C-AMP Response Element Binding). Dans certaines conditions d'activation, les 
ERK1/2 peuvent être transloquées dans le noyau où elles phosphorylent le facteur de 
transcription Elk-1 qui à son tour induit la transcription de gènes anti-apoptotiques. Elles 
peuvent également inhiber l’expression de Bag1 et Bim, des facteurs pro-apoptotiques. Les 
ERK5 ont deux substrats principaux : les facteurs de transcription MEF2, intervenant dans la 
survie neuronale, et la protéine CREB. 
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5.2 Les antioxydants 

Les antioxydants sont une variété de molécules de petit poids moléculaire, agissant 

au niveau intra- ou extra- cellulaire comme piégeurs de radicaux libres. Les 

radicaux libres jouent un rôle prépondérant dans l’ototoxicité des aminoglycosides 

et du cisplatine (cfr. section 4). 

Les cellules ciliées possèdent un potentiel d’oxydo-réduction qui leur permet de se 

défendre contre l’agression des radicaux libres. La diminution de ces défenses par 

l’infection, le stress, la malnutrition ou des toxiques augmente la vulnérabilité des 

cellules ciliées au stress oxydant121. A l’inverse, un effet protecteur a été démontré 

pour des antioxydants comme le glutathion224,225, la vitamine E ou alpha-

tocophérol226-231, la D-methionine232,233, la L-acétylcystéine234-239, l’acide acétyl-

salicylique240-244, l’acide lipoïque245, les flavonoïdes végétaux246-248. La figure 9 

reprend les principaux radicaux libres et espèces réactives de l’oxygène agissant au 

niveau intracellulaire, ainsi que les principaux mécanismes de défense endogènes 

et exogènes utilisés en otoprotection. Les tableaux 1, 2 et 3 reprennent 

respectivement les antioxydants étudiés en otoprotection in vivo après 

administration d’un aminoglycoside (tableau 1), de dérivés du platine (tableau 2), ou 

suite à un traumatisme sonore (tableau 3). 
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Figure 9: Voies principales de génération et de détoxification des espèces oxydantes dans la cochlée. 
Les enzymes et espèces oxydantes sont représentées en rouge. Les enzymes et substances 
antioxydantes sont représentées en vert. Après la production de l’anion superoxyde (O2

•), l’enzyme 
superoxyde dismutase le convertit en peroxyde d’hydrogène (H2O2). Le peroxyde d’hydrogène 
(H2O2) est ensuite converti en eau et oxygène par l’enzyme catalase. Les flèches grises émoussées 
représentent un effet inhibiteur protégeant du stress oxydant utilisé en otoprotection. L’oxydation du 
glutathion par la glutathion peroxydase permet le transfert d’électrons provenant des radicaux libres. 
Le stock de glutathion réduit (GSH) peut ensuite être reconstitué à partir du glutathion oxydé (GSSG) 
par l’enzyme glutathion réductase. Le NO produit par la NO synthase inductible peut réagir avec O2

.- 
pour former l’anion peroxynitrite (ONOO-), hautement réactif. La production des espèces libres de 
l’oxygène génère des lipides peroxydés, des protéines oxydées et entraîne une oxydation de l’ADN. 
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Tableau 1 : Principaux antioxydants utilisés in vivo après administration d’un 

aminoglycoside 

 
Type of antioxidant Antioxidant molecule Ototoxic drug Animal References  
Enzymes adenoviral vectors for overexpression of 

catalase and SOD 
kanamycin + 
ethacrynic acid 

guinea pig 249 

Enzyme inhibitor L-NAME (iNOs inhibitor) gentamicin guinea pig 250 
Vitamin alpha tocopherol (vitamin E) gentamicin guinea pig 226,228,229 

flavanoid fraction from Drynaria 
fortunei 

gentamicin guinea pig 246 

ginkgo biloba extract gentamicin guinea pig 251 

Polyphenols 

tanshinone kanamycin mouse 252 
gentamicin guinea pig 253,254 deferoxamine 
neomycin guinea pig 255 

deferoxamine, dihydroxybenzoate  kamamycin, 
streptomycin 

guinea pig 256 

gentamicin guinea pig 150,254,257 

Iron chelators 

dihydroxybenzoate 
kanamycin mouse 258 

N-acetyl-L-cysteine gentamicin human 238 
amifostine kanamycin guinea pig 259 
glutathione gentamicin guinea pig 224,260 
lipoic acid amikacin guinea pig 245 

amikacin guinea pig 233 D-methionine 
gentamicin guinea pig 232 

methylthiobenzoate, amifostine gentamicin guinea pig 254 

Sulfhydryl (thiol) 
compounds 

sodium thiosulfate gentamicin mouse 261 
gentamicin guinea pig 150,254,256 mannitol 
kamamycin, 
streptomycin 

guinea pig 256 

ebselen gentamicin guinea pig 250 
edaravone tobramycin rat 262 

gentamicin guinea pig 244 

Other antioxidants 

salicylate 
gentamicin human 263 

 

Les aminoglycosides forment un complexe avec le fer, avec pour conséquence la 

peroxydation des lipides de membrane des cellules ciliées122,123. Leur toxicité est 

majorée par l’administration de fer264,265. Les antioxydants de type chélateurs du fer 

ont été particulièrement utilisés après administration d’aminoglycosides253,255,258. En 

outre, la plupart des antioxydants testés ont démontré une efficacité. 



 

 

38 

Tableau 2 : Principaux antioxydants utilisés in vivo après administration d’un dérivé 
du platine 

 
Type of antioxidant Antioxidant molecule Ototoxic 

drug 
Animal References  

NOX3 SiRNA cisplatin rat 266 
Adenosine receptor agonists cisplatin chinchilla 267 
allopurinol (xanthine oxidase 
inhibitor) 

cisplatin rat 268 

aminoguanidine (iNOS inhibitor) cisplatin rat 269,270 

Enzymes modulators 

L-NAME (iNOS inhibitor) cisplatin guinea pig 271 
guinea pig 227,231,272 Vitamins alpha-tocopherol (vitamin E, trolox) cisplatin 
rat 230 

CAPE (caffeic acid phenethyl ester) cisplatin rat 273 Polyphenols 
ginkgo biloba extract cisplatin rat 274 

guinea pig 275 N-acetyl-L-cysteine cisplatin 
rat 235 

amifostin cisplatin hamster 276 
rat 277,278  diethyldithiocarbamate cisplatin 
hamster 279,280 

erdosteine cisplatin rat 281 
glutathione ester cisplatin rat 282 

carboplatin rat 283 lipoic acid 
cisplatin rat 163,278,284 

chinchilla 285 
guinea pig 286 

D-methionine cisplatin 

rat 233,287,288 
methylthiobenzoate cisplatin rat 278,289 

guinea pig 227,228 tiopronin cisplatin 
rat 290 
guinea pig 286,291-294 cisplatin 
hamster 279,280 

sodium thiosulfate 

carboplatin human 295 

Sulfhydryl (thiol) 
compounds 

thiourea cisplatin guinea pig 296 
ebselen cisplatin rat 268,278 

cisplatin rat 242,243 salicylate 
cisplatin guinea pig 241 

lazaroids cisplatin guinea pig 297 
cisplatin guinea pig 298 dexamethasone 
cisplatin mouse 299 
cisplatin mouse 300 

Others antioxidants 

etanercept (anti-TNFα) 
cisplatin rat 301 

 
Les composés thiol (contenant un groupe sulfhydryl SH) ont une haute affinité pour 

le cisplatine et sont capables de le piéger. Ces composés sont par exemple le 

thiosulfate de sodium ou la D-méthionine. Ils ont été largement utilisés en 

otoprotection (tableau 2). 
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Tableau 3 : antioxydants utilisés in vivo après traumatisme sonore 

 
Type of 
antioxidant 

Antioxidant molecule Animal References  

rat 302 Enzymes SOD-PEG, CuZn-SOD 
guinea pig 303 
chinchilla 304,305 adenosine receptor agonist (up-

regulating antioxidant enzymes) rat 306 
guinea pig 303,307  

Enzymes 
modulators 

allopurinol (xanthine oxidase inhibitor) 
rat 302 

Vitamin trolox guinea pig 308 
Iron chelators deferoxamine guinea pig 180 

rat 236 
guinea pig 309 

N-acetyl-L-cysteine 

chinchilla 310 
glutathione guinea pig 311 
D-methionine chinchillas 233 

Sulfhydryl (thiol) 
compounds 

oxothiazolidine carboxylate guinea pig 312 
coenzyme Q10 guinea pig 313 
mannitol guinea pig 180 
ebselen guinea pig 314,315 

mouse 316 salicylate 
guinea pig 308,310 

tempol guinea pig 317 

Other antioxidants 

BN82270 guinea pig 318 
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5.3 La bryostatine 1 

Les PKCs sont une famille de 12 enzymes sérine/thréonine kinases divisée en 3 

sous-groupes : les PKCs conventionnelles (α, βI, βII, γ), les nouvelles PKCs (δ, ε, η, 

θ, µ) et les PKCs atypiques (ζ, λ, ι). Les sous-groupes diffèrent par leur dépendance 

aux cofacteurs et leur expression tissulaire. L’activation des PKCs conventionnelles 

est régulée par le calcium intracellulaire et le diacylglycérol (DAG). Les nouvelles 

PKCs sont indépendantes du calcium. Les PKCs atypiques sont indépendantes du 

calcium et du DAG, mais aussi de la plupart des activaleurs des PKCs (esters de 

phorbol, bryostatine 1)319-321. 

Une nouvelle voie de signalisation de survie et de neuritogenèse des neurones du 

ganglion spiral a été mise en évidence dans notre laboratoire322. La protéine kinase 

C β1 (PCKβ1) est spécifiquement exprimée dans les neurones du ganglion spiral et 

son activation permet de prévenir l’apoptose neuronale après privation en facteurs 

trophiques dans des cultures de ganglions spiraux de rats post-nataux322. En effet, 

l’administration d’activateurs de PKC, les esters de phorbol et la bryostatine 1, 

permettent, in vitro, la survie neuronale et la neuritogenèse. Il a été démontré que 

ces effets dépendent de l’activation de PKCβ1322. 

Les esters de phorbols sont des inducteurs de tumeurs et leur utilisation en clinique 

n’est pas envisageable. Par contre, les nouveaux activateurs de PKC, dont le chef 

de file est la bryostatine 1, présentent un rapport bénéfice/risque élevé. 

Actuellement la bryostatine 1 est en phase II d’études cliniques comme agent anti-

cancéreux323-325 et elle a démontré des effets neuroprotecteurs. En effet, la 

bryostatine 1 a déjà été utilisée in vivo dans plusieurs modèles animaux de maladie 

d’Alzheimer326,327, d’ischémie cérébrale328,329, d’évaluation de la mémoire330,331 et 

chez l’être humain, sur la stabilisation de l’humeur332. 

Suite à l’activation de la PKCβI, les cascades intracellulaires impliquant la PI3K et 

les MEK/ERK6 sont activées. L’identité des cibles cochléaires de ces kinases est à 

l’heure actuelle hypothétique. L’activation de la PI3K aboutit à la stimulation d’Akt 

(ou protéine kinase B) par sa phosphorylation333,334. Comme décrit page 34, Akt 

inhibe par phosphorylation des substrats pro-apoptotiques, tels que Bad333, 

GSK3β335 ou les facteurs de transcription de la famille Forkhead classe O (FOXO), 

incluant FOXO1 (ou FKHR), FOXO3 (ou FKHRL1) et FOXO4 (ou AFX)336,337. De 

plus, Akt peut phosphoryler la protéine de liaison à l’élément de réponse sensible à 

l’AMP cyclique (CREB) induisant une augmentation de l’activité transcriptionnelle de 

CREB et notamment l’expression de Bcl-2, une protéine anti-apoptotique338. 



 

 

41 
La voie MEK/ERK induit l’activation de ERK5 et ERK1/2 par phosphorylation339. 

Parmi les substrats de ERK1/2, la kinase ribosomale S6 (RSK) est principalement 

activée dans les cascades de survie neuronale. La phospho-RSK phosphoryle à 

son tour CREB. Les ERK1/2 participent à des voies de signalisation anti-

apoptotiques (figure 8). 

 

5.4 Le Y-27632 et l’inhibition de la voie Rho/ROCK 

Les Rho (Ras Homologous) GTPases appartiennent à la superfamille des petites 

protéines Ras GTPases. Les plus connues sont RhoA, Rac1 et Cdc42. Elles 

existent sous deux formes distinctes : active, se liant au GTP, et inactive, se liant au 

GDP. Les Rho kinases (ROCK) sont des sérine/thréonine kinases constituant les 

principaux effecteurs des protéines Rho340-342. La voie Rho/ROCK est ubiquitaire et 

joue un rôle crucial dans l’organisation de la polarité cellulaire, les interactions 

intercellulaires et entre les cellules et la matrice, le trafic membranaire, la régulation 

transcriptionnelle et la prolifération cellulaire7,9,343. 

La voie Rho/ROCK semble impliquée dans le fonctionnement de l’organe de Corti 

sain. Les Rho GTPases interviennent dans le développement des cellules ciliées et 

la morphologie des stéréocils344. La voie Rho/ROCK participe à la cascade de 

signalisation aboutissant à la régulation de l’électromotilité des cellules ciliées 

externes en réponse à une stimulation par l’acétylcholine345,346. Cette régulation est 

cruciale pour la fonction d’amplificateur cochléaire jouée par les cellules ciliées 

externes. La mutation de protéines-cible des Rho GTPases provoque une surdité 

neurosensorielle. Par exemple, la mutation de la protéine Dia1 est responsable de 

la surdité neurosensorielle autosomale dominante non syndromique DFNA1347. La 

mutation de la myosine VII est responsable du syndrome de Usher de type 1B348-350. 

La voie JNK est activée dans les cellules ciliées en souffrance en réponse à une 

agression par aminoglycoside129,130,351. La voie Rho fait partie des activateurs de la 

voie JNK352-354. L’administration d’aminoglycosides in vivo est suivie par la formation 

de radicaux libres, l’activation des protéines Rho, et des modifications du 

cytosquelette, provoquant une dysfonction des cellules ciliées puis une mort 

cellulaire lorsque les mécanismes de défenses sont dépassés126. La kanamycine 

(un aminoglycoside) augmente l’activité de Rac1 et augmente l’activité de la 

NADPH oxydase via Rac1126. La kanamycine diminue l’activité de RhoA et 

l’expression de son effecteur p140mDia. Ces modifications surviennent bien avant 

la perte de fonction et la mort de cellules ciliées126. 
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L’inhibition de la voie Rho a démontré une protection des cellules ciliées postnatales 

de rat traitées par aminoglycoside en culture355. Cette protection n’a jamais été 

testée in vivo, ni sur des cellules ciliées matures. 

Dans ce travail, nous nous concentrerons sur l’action de la voie Rho/ROCK au 

niveau du ganglion spiral. En effet, la voie Rho/ROCK est particulièrement 

importante au niveau du système nerveux. Les protéines Rho, qui sont d’importants 

régulateurs du cytosquelette d’actine, apparaissent également impliquées dans le 

développement neuronal, et plus particulièrement dans la régulation de la 

croissance axonale (guidage et élongation) et dendritique. La voie Rho/ROCK 

organise le cytosquelette, régule et guide la croissance axonale, la migration 

neuronale, la plasticité synaptique, le trafic membranaire et la 

neuritogenèse7,8,340,342,356,357. 

En particulier, elle semble participer à l’inhibition de la croissance neuritique après 

traumatisme du système nerveux central. L’inhibition des ROCK favorise la 

réparation axonale après traumatisme de la moelle épinière358-361 ou du nerf 

optique362-365. L’inhibition des ROCK protège également des lésions cérébrales 

ischémiques366-374, diminue le dépôt de substance β-amyloïde responsable de la 

maladie d’Alzheimer375-379, et de protéine Huntingtine polyglutamique responsable 

de la maladie de Huntigton380-382.  

 

Les protéines Rho pourraient interagir avec la signalisation des neurotrophines. Par 

exemple, le NGF (nerve growth factor) inhiberait l’activité de RhoA et inversement, 

Figure 10 : la voie Rho/ROCK dans le système nerveux 
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l’activité de RhoA préviendrait la formation des neurites et la différenciation axonale 

en réponse au NGF10,383. De la même manière, Rho inhibe la croissance neuritique 

en réponse aux neurotrophines BDNF et NT-3 dans les neurones trijéminaux10. 

Enfin, la voie Rho/ROCK est impliquée dans le développement et l’apoptose 

neuronale. L’inhibition de la voie Rho/ROCK augmente la survie dans des cultures 

de neurones cérébelleux384, de neurones du ganglion rétinien385-387, ou de 

précurseurs neuronaux388,389. Les inhibiteurs de la voie Rho/ROCK favorisent donc 

la survie neuronale et la neuritogenèse375,390. Au niveau du ganglion spiral, la voie 

ROCK a peu été étudiée, mais il semble qu’elle puisse jouer un rôle essentiel dans 

la croissance axonale des neurones auditifs391. L’étude des inhibiteurs des ROCK 

est actuellement en pleine expansion et montre un potentiel thérapeutique 

prometteur dans de multiples applications médicales392,393. 
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6. Les objectifs de ce travail 

 

Les objectifs de ce travail sont doubles. Dans la première partie, nous avons mis au 

point un modèle de surdité in vivo dans le but de reproduire l’ototoxicité pharmaco-

induite observée en clinique, une cause de surdité de plus en plus fréquente chez 

l’homme. La toxicité pharmacologique peut varier d’une espèce à l’autre en raison 

de différences de métabolisme, de pharmacocinétique ou de biodisponibilité. Nous 

avons étudié l’ototoxicité chez 2 espèces de mammifères. Etablir un modèle fiable 

d’ototoxicité était la condition sine qua non pour démarrer des stratégies 

d’otoprotection. 

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons étudié deux stratégies 

d’otoprotection alternatives aux facteurs trophiques et aux antioxydants. Ces deux 

types de molécules ont déjà été largement étudiées dans la littérature et ont 

démontré une certaine efficacité, mais leur application en médecine humaine reste 

limitée. Nous avons administré la bryostatine 1 in vivo aux animaux rendus sourds 

par aminoglycoside. Nous avons comparé l’effet de la bryostatine 1 à celui des 

neurotrophines (contrôle positif) et à celui d’une solution saline de même 

composition ionique que la périlymphe (contrôle négatif). Le but de l’étude était de 

prévenir la dégénérescence neuronale secondaire à la destruction des cellules 

ciliées de l’organe de Corti par un aminoglycoside. Nous avons ensuite étudié 

l’action du facteur anti-ROCK Y-27632, à la fois in vitro et in vivo. Comme pour la 

bryostatine 1, Nous avons comparé l’effet de Y-27632 à celui des neurotrophines 

(contrôle positif) et à celui d’une solution saline de même composition ionique que la 

périlymphe (contrôle négatif). 
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PREMIERE PARTIE 
Modèles de surdité chez l’animal 
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1. Les médicaments ototoxiques : différence de sensibilité entre le Cobaye et 

la Souris 

 

1.1 Introduction 

Chez les mammifères, il existe de multiples étiologies de surdité394,395 et de 

nombreux modèles animaux ont été développés dans le but d’en comprendre la 

physiopathologie et de développer des stratégies d’otoprotection. Les modèles 

expérimentaux les plus utilisés sont l’ototoxicité pharmacologique ou le traumatisme 

sonore. Les médicaments ototoxiques les plus utilisés sont les aminoglycosides, les 

diurétiques de l’anse de Henlé et le cisplatine. 

La kanamycine est un aminoglycoside dont l’accumulation dans l’oreille interne 

aboutit à l’apoptose des cellules ciliées externes puis internes comme nous l’avons 

décrit dans l’introduction131,396. Les diurétiques de l’anse, comme le furosémide, 

agissent en modifiant les gradients ioniques entre la périlymphe et l’endolymphe. Ils 

induisent un œdème au niveau de l’épithélium de la strie vasculaire puis une perte 

de fonction des cellules ciliées397,398. L’ototoxicité des aminoglycosides est 

potentialisée par l’administration de diurétiques de l’anse, notamment parce qu’ils 

favorisent une accumulation de l’antibiotique dans l’endolymphe. L’action ototoxique 

du cisplatine a lieu à la fois au niveau des cellules ciliées, des neurones du ganglion 

spiral, et de la strie vasculaire103,156. La mort des cellules ciliées par apoptose est 

commune aux agressions par ces médicaments ototoxiques. La mort des cellules 

ciliées externes de la base de la cochlée, plus vulnérables, précède celle des 

cellules de l’apex de la cochlée. La mort des cellules ciliées externes précède celle 

des cellules ciliées internes. La mort neuronale peut survenir secondairement, par 

privation de facteurs trophiques sécrétés par les cellules ciliées72,103,110,160. 

Les modèles animaux ont joué un rôle crucial dans le développement de traitements 

otoprotecteurs. L’animal le plus utilisé est le cobaye72,399. Nous avons voulu 

développer un modèle d’ototoxicité chez la souris, parce que cette espèce présente 

de nombreux avantages par rapport au cobaye. Avec une durée de gestation 3 fois 

plus courte et des portées plus importantes, la souris est un animal d’élevage plus 

facile et moins coûteux. Ceci rend les expérimentations plus flexibles parce qu’il est 

plus aisé d’obtenir un grand nombre d’animaux à un âge précis et à un moment 

donné. Etant plus compactes et moins exigeantes d’un point de vue alimentaire, 

leur hébergement est également plus simple. Par ailleurs, à cause de la fréquence 

des otites moyennes400, le cobaye est un animal fragile lorsqu’on s’intéresse à 
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l’audition. En outre, l’utilisation de la souris permet potentiellement des expériences 

sur des animaux transgéniques401. La surdité implique de nombreux gènes et il 

existe chez l’homme des phénotypes de vulnérabilité différente aux médicaments 

ototoxiques402-405. 

Dans le but de développer un modèle murin de surdité fiable et reproductible, nous 

avons étudié les effets de la kanamycine et du cisplatine sur la fonction auditive de 

souris jeunes adultes (âgées de 4 semaines) ou adultes (âgées de 9 semaines), et 

nous les avons comparés aux effets chez le cobaye. Nous avons étudié différentes 

doses d’ototoxique ainsi que l’association de kanamycine et de furosémide. Pour 

juger de la validité du modèle, nous avons choisi comme critère principal le seuil 

auditif mesuré par les potentiels évoqués auditifs du tronc cérébral (primary 

endpoint). Nous avons ensuite analysé les effets histopathologiques (secondary 

endpoints). 

 

1.2 Matériel et Méthodes 

1.2.1 Procédures expérimentales 

La kanamycine utilisée (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Kanamycin sulphate, 

référence # K1377) est composée à plus de 95% de kanamycine A selon les 

données du fournisseur. Le furosémide (Lasix®) a été acheté chez Sanofi-Aventis 

(Diegem, Belgium) et le Cisplatine chez Sigma-Aldrich (Cis-Platinum (II) Diamine 

Dichloride, référence # P4394). En raison d’une inactivation possible du cisplatine 

par l’aluminium406, nous n’avons utilisé aucun matériel contenant de l’aluminium. 

Tous ces produits ont été mis en solution saline (NaCl 0,9%) pour les 

administrations systémiques, et dissous dans une solution de périlymphe artificielle 

(137 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM NaHCO3, 11 mM 

glucose, pH 7.4) pour les administrations intra-cochléaires. Les animaux des 

groupes contrôles ont reçu une solution saline pour l’administration systémique, et 

une solution de périlymphe artificielle pour l’administration cochléaire. 

Nous avons utilisé des souris mâles de la lignées BALB/c (en provenance de 

l’animalerie de notre université) et des cobayes mâles albinos Dunkin Hartley 

(Harlan, Horst, Hollande, référence HsdPoc:DH). Nous les avons hébergés dans 

l’animalerie centrale de notre université, avec un cycle nycthéméral de 24 heures et 

un accès libre à l’eau et à une nourriture adaptée. Toutes nos expériences ont été 

soumises à l’approbation du comité d’éthique animale de l’Université de Liège. 
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Les animaux ont été randomisés en 18 groupes détaillés dans le tableau 4. Au 

moment de l’administration du médicament ototoxique, les animaux étaient pesés et 

la dose administrée a été ajustée quotidiennement. Les souris étaient âgées de 4 et 

9 semaines au début du traitement. Pour les souris de 9 semaines, nous avons 

voulu mesurer les effets d’une administration systémique sous-cutanée, les effets 

d’une association de furosémide et de kanamycine, et les effets d’une 

administration locale. Les cobayes étaient âgés de 9 semaines au début du 

traitement (4 groupes). 

Tableau 4 : répartition des groupes d’animaux. 

 
Espèce Age Traitement Voie d’administration n  

Kanamycine “low dose” 700mg/kg, 2/j, 14 jours intrapéritonéal 10 

Kanamycine “high dose” 1,4g/kg, 2/j, 14 jours intrapéritonéal 20 

Cisplatine 2 mg/kg 1/j, 10 jours intrapéritonéal 20 

4 semaines 

Saline (NaCl 0,9%), 1/j, 10 jours intrapéritonéal 10 

Kanamycine “low dose” 700mg/kg, 2/j, 14 jours intrapéritonéal 12 

Kanamycine “low dose” 700mg/kg, 2/j, 14 jours sous-cutané 5 

Kanamycine “high dose” 1,4g/j, 2/j, 14 jours intrapéritonéal 12 

Kanamycine (1,4g/kg) + Furosémide (200mg/kg) i.p. + i.v. 12 

Cisplatine 2 mg/kg 1/j, 10 jours intrapéritonéal 10 

Cisplatine 2 mg/kg 1/j, 10 jours sous-cutané 5 

Saline (NaCl 0,9%), 1/j, 10 jours intrapéritonéal 10 

Kanamycine (5µl à la concentration de 100mg/mL) intra-cochléaire 10 

Cisplatine (5µl à la concentration de 0,1mg/mL) intra-cochléaire 10 

Souris 

9 semaines 

Périlymphe artificielle  intra-cochléaire 5 

Kanamycine, 400mg/kg, 1/j, 7 jours intrapéritonéal 15 

Cisplatine, 2mg/kg, 1/j, 10 jours intrapéritonéal 16 

Saline, 1/j, 10 jours intrapéritonéal 4 

Cobaye 9 semaines 

Gentamicine (5µl à la concentration de 50mg/mL) intracochléaire 5 

 
Pour les administrations intra-cochléaires, nous avons utilisé l’abord de la fenêtre 

ronde407,408. Les animaux étaient anesthésiés par 2% d’isoflurane dans un débit 

d’oxygène de 1L/minute. Ils étaient maintenus en décubitus latéral droit et la 

température corporelle était maintenue à 37°C par un tapis chauffant adapté. Le 

rocher gauche a été mis en évidence par un abord rétro-auriculaire, et la bulle 

tympanique dégagée. Nous avons ensuite trépané la bulle tympanique grâce à une 

foreuse à ultrasons (Honda ultrasonic minicutter, USW-335). Après mise en 
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évidence de la cochlée, nous avons inséré un cathéter de 26 gauge à travers la 

fenêtre ronde, connecté à sa partie proximale à un pousse-seringue Hamilton 

électrique (Eicom micro syringe pump ESP-32). Les molécules ototoxiques ou la 

périlymphe artificielle ont été perfusées avec un débit de 1 µL/minute pendant 5 

minutes. La cochlée a ensuite été fermée par une pièce de Gelfoam, et la bulle a 

été fermée par du cyanoacrylate (Colle Histoacryl, Deprophar, Bruxelles, Belgique) 

chez la souris, et par du ciment dentaire (Nextemp, Deprophar, Bruxelles, Belgique) 

chez le cobaye. 

Les animaux ont été sacrifiés 35 jours après le début du traitement, à l’exception 

d’une série de souris et de cobayes sacrifiés après 15 jours dans le but d’observer 

l’apoptose sur les coupes histologiques. Nous avons utilisé pour cela 10 souris 

âgées de 4 semaines dans les groupes kanamycine intra-péritonéale « high dose » 

et cisplatine intra-péritonéal, et 8 cobayes des groupes kanamycine et cisplatine. 

Dans chaque groupe (souris et cobayes), la survie a été analysée par la méthode 

de Kaplan–Meier409,410. Nous avons comparé la survie entre les groupes par le test 

du log rank (GraphPad Prism 4.0 software, San Diego, CA, USA). 

 

1.2.2 Critère de jugement principal : mesure de la fonction auditive 

Nous avons mesuré la fonction auditive par l’étude des potentiels évoqués auditifs 

du tronc cérébral (ou ABR : Auditory Brainstem Responses). Une première mesure 

a été faite avant le début du traitement pour s’assurer d’une audition normale, puis 

une fois par semaine jusqu’au sacrifice. Les animaux ont été sédatés par isoflurane 

1,5% dans de l’oxygène à 1 L/min, un tapis chauffant électrique maintenant la 

température corporelle à 37°C. Les électrodes sous-cutanées ont été insérées au 

niveau du vertex (électrode active), de la mastoïde (électrode de référence), et de la 

patte arrière (terre). Des écouteurs insérés dans le conduit auditif externe 

produisaient les stimuli. Nous avons utilisé comme stimuli des clicks (impulsion 

sonore rectangulaire de 100µs, distribuée entre 2 et 4 kHz) et des tons purs de 

16kHz, fréquence la plus affectée par les ototoxiques235,243,276,411 (Intelligent Hearing 

System, Miami, FL, USA). Les stimuli pour chaque condition ont été présentés 1024 

fois au rythme de 19.3 s-1. Les stimuli ont été présentés de manière décroissante à 

partir de 100 dB SPL, par paliers de 10 dB, jusqu’à ce qu’aucune réponse ne soit 

détectable. Le seuil auditif (défini comme la plus faible intensité de stimulus capable 

d’évoquer une réponse), était ensuite précisé par variation du stimulus de 5 dB et 

vérifié à trois reprises dans toutes les conditions. La mesure hebdomadaire du seuil 
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auditif a été le critère de jugement principal de cette étude. Nous avons comparé la 

variation du seuil auditif entre les groupes au cours du temps en utilisant une 

analyse de variance à deux facteurs (traitement et temps) à l’aide du programme 

GraphPad prism (Graph Pad, San Diego, CA, USA). Nous avons ensuite réalisé les 

comparaisons post-hoc entre chaque groupe avec le test de Bonferroni. Les 

résultats étaient considérés comme statistiquement significatifs si la valeur de p 

calculée était inférieure à 0,05 à la fois pour l’ANOVA et les comparaison post-hoc 

(* si P<0,05; ** si P<0,01; *** si P<0,001). 

 

1.2.3 Critère de jugement secondaire : évaluation histologique 

Après sacrifice des animaux, nous avons disséqué les os temporaux, et nous les 

avons fixés pendant 12 heures dans une solution de paraformaldéhyde à 4%, avant 

décalcification dans une solution d’ EDTA (4% dans un tampon phosphate [PBS], 

pH = 6.4) pour une durée de 72 heures pour les os temporaux de souris ou de 2 

semaines pour les os temporaux de cobayes. Les tissus ont ensuite été incubés 24 

heures dans une solution de sucrose 20% dans le but de les cryoprotéger. Pour 

chaque animal ayant reçu un traitement systémique, l’oreille gauche a été dédiée 

aux coupes au cryostat pour la quantification neuronale (14µm d’épaisseur). 

L’oreille droite a été dédiée à l’observation des cellules ciliées par dissection, 

déroulement et montage des organes de Corti. Pour la dissection de l’oreille droite, 

nous avons enlevé la capsule otique sous contrôle d’un microscope opératoire. 

Nous avons ensuite détaché la cochlée et déroulé délicatement les différents tours 

de spire. Nous avons surtout analysé le tour basal de la cochlée, étant donné que 

c’est le plus sensible aux agressions ototoxiques104,131,412. 

Une série de coupes au cryostat ont été dédiées à la coloration au Bleu de 

Toluidine. Les coupes ont d’abord été incubées pendant 80 secondes dans un bain 

de Bleu de Toluidine (2 g/L dans un tampon Walpole [27 g/L acétate de sodium, 

1.2% acide acétique dans de l’eau distillée, pH 7.4]), puis lavées par 2 bains 

successifs de 5 minutes de tampon Whalpole sans colorant. La coloration a ensuite 

été fixée dans une solution de 50 g/L de molybdate d’ammonium. Après rinçage par 

de l’eau distillée et séchage, les coupes ont été montées entre lame et lamelle (Safe 

MountTM, référence # 006 47520, Labonord, Templemars, France). 

Pour l’immunofluorescence, les coupes de 14µm ou les organes de Corti in toto ont 

été perméabilisés par du PBS + 0.1% Triton X-100 pendant 5 minutes, puis incubés 

dans une solution de blocage (PBS + 0.3% Triton X-100 + 0.25% gélatine) pendant 
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30 minutes à température ambiante. Les échantillons ont ensuite été incubés avec 

un anticorps primaire spécifique des neurones dirigé contre la βIII-tubuline (1/1000, 

clone TUJ1, Covance, Princeton, NJ, USA) ou avec un anticorps primaire dirigé 

contre la caspase-3 activée comme marqueur d’apoptose (1/1000, Promega, 

Madison, WI, USA). Après trois rinçage en PBS, les échantillons ont été incubés en 

présence d’un anticorps secondaire conjugué à la fluorescéine (1/500, Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) et de la phalloïdine conjuguée à la 

tétraméthylrhodamine (1/1000, Sigma-Aldrich), pendant 1 heure à 37°C. Après trois 

rinçages au PBS, nous avons ajouté du TOPRO-3, une molécule présentant une 

haute affinité pour l’ADN afin de marquer les noyaux (1/2000, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA). Les échantillons ont ensuite été montés entre lame et lamelle avec le 

milieu de montage Vectashield hardset (Vector Labs, Burlingame, CA, USA). Les 

coupes et les organes de Corti ont été observés au microscope confocal FV1000 

(Olympus, Aartselaar, Belgique). Pour les coupes du cryostat, nous avons observé 

les cellules ciliées, quantifié les neurones et objectivé la présence ou non de 

caspase-3 activée. Pour les organes de Corti, nous avons observé les cellules 

ciliées au tour basal de la cochlée. 

Pour chaque animal, nous avons quantifié les neurones du ganglion spiral sur 4 

coupes non-adjacentes passant par le milieu de la cochlée. Toutes les 

quantifications de neurones ont été effectuées en aveugle. Toutes les cellules 

immuno-positives pour la βIII-tubuline ayant un noyau coloré au TOPRO-3 étaient 

considérées comme des neurones auditifs et ont été comptées à chaque tour de 

spire de la cochlée. Le nombre de neurones par mm2 de ganglion spiral (moyenne ± 

déviation standard) a été comparé entre chaque groupe (GraphPad Prism). 
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1.3 Résultats 

1.3.1 Effet du traitement ototoxique sur la survie 

Pour les traitements intracochléaires, la mortalité a été faible et essentiellement liée 

à l’anesthésie ou à des saignements per-opératoires. Nous ne pouvions pas 

attribuer cette mortalité au traitement ototoxique, raison pour laquelle nous ne 

l’avons pas quantifiée. Les injections sous-cutanées engendraient moins de 

mortalité que les injections intra-péritonéales. La figure 11 montre les courbes de 

survie de Kaplan-Meier pour nos groupes d’animaux recevant un traitement 

ototoxique intra-péritonéal et intraveineux. Chez les souris comme chez les 

cobayes, la survie était meilleure pour les animaux recevant une solution saline 

qu’un médicament ototoxique. Néanmoins, même pour des doses cumulatives 

élevées de molécules ototoxiques, nous n’avons pas pu mettre en évidence de 

différence significative entre les taux de survie des différents groupes (log rank 

p>0,05). Nous avons donc utilisé dans cette étude des doses ototoxiques sublétales 

adéquates. 
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Figure 11 : 
Courbes de survie de Kaplan-Meier pour les souris âgées de 9 semaines en début de 
traitement (A), pour les souris âgées de 4 semaines (B), et pour les cobayes (C) qui 
ont reçu des injections intrapéritonéales de solution saline (), de cisplatine (−-−), de 
kanamycine « low dose » (LD, ----), de kanamycine « high dose » (HD, −−−), ou de 
kanamycine + furosémide (). Aucune de ces courbes ne montrait de différence 
significative dans la survie par rapport aux autres (log rank p = 0.3734 pour les souris 
de 9 semaines, p = 0.6841 pour les souris de 4 semaines, p = 0.6271 pour les cobayes). 
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1.3.2 Effets du traitement ototoxique sur la fonction auditive 

Nous avons mesuré les seuils auditifs toutes les semaines dans tous les groupes. 

Pour les animaux opérés (voie d’administration intra-cochléaire), les résultats ont 

été difficiles à interpréter en raison de la surdité de transmission liée à l’intervention. 

En effet, les animaux traités par solution de périlymphe artificielle (contrôle) ou par 

traitement ototoxique montraient une élévation importante des seuils auditifs après 

l’opération (Figure 12). Nous n’avons pas mis en évidence de différence significative 

entre les groupes contrôles et traités. Nous avons attribué cette surdité à un 

problème de transmission (présence de gelfoam, de colle cyanoacrylate et de 

ciment dans la caisse de l’oreille moyenne). L’analyse histologique chez les souris 

n’a pas montré de différence non plus entre les groupes. Aucune toxicité n’a été 

observée dans l’organe de Corti ni dans le ganglion spiral chez les souris traitées 

par ototoxique local. Nous avons par contre observé une perte de cellules ciliées et 

de neurones auditifs chez les cobayes traités par gentamicine locale. Néanmoins, 

en l’absence de groupe contrôle (administation locale de périlymphe artificielle), 

cette perte n’a pas été quantifiée. Nous ne détaillerons donc pas ces résultats. 

 

Figure 12 : 
Seuils auditifs au cours du temps pour les oreilles des souris opérées et traitées par un 
toxique (■), opérées et traitées par la périlymphe articifielle (contrôle, ▼), et non 
opérées (▲). L’élévation de seuils auditifs semble plus attribuée à la chirurgie qu’au 
type de toxique utilisé. 
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Pour tous les groupes ayant reçu un traitement systémique, la mesure des seuils 

auditifs par ABR était beaucoup plus fiable. Les souris ou les cobayes traités par 

solution saline montraient des potentiels évoqués auditifs concordants avec les 

données de la littérature pour une audition normale chez ces animaux 413,414 

(Figures 13A et 13D). Aucun groupe de souris, quelque soit l’âge ou le traitement, 

n’a démontré d’élévation significative des seuils auditifs. Il n’y avait aucune 

différence entre les groupes, à aucun moment de l’expérience et pour tous les 

stimuli testés pour les souris de 4 et 9 semaines (Figures 13A-C et 13G). A 

l’inverse, les cobayes traités par molécule ototoxique, que ce soit le cisplatine ou 

l’aminoglycoside, ont montré une élévation importante des seuils auditifs, pour tous 

les stimuli testés (Figures 13E-F et 13H-I). Le seuil auditif moyen mesuré 5 

semaines après le début du traitement était de 64.3 dB-SPL (± 15.9 dB) dans le 

groupe traité par kanamycine, de 61.9 dB-SPL (± 21.1 dB) dans le groupe traité par 

cisplatine, et de 31.2 dB-SPL (± 7.2 dB) dans le groupe contrôle. Le seuil auditif des 

cobayes traités par cisplatine s’élevait brutalement 2 semaines après le début du 

traitement (70.9 dB ± 19.2 dB). En outre, nous avons observé la perte du réflexe de 

Preyer (battement du pavillon auditif observé à l’émission d’un son) deux semaines 

après le début de chaque traitement ototoxique (cisplatine ou kanamycine).  
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Figure 13 : 
Exemples de potentiels auditifs du tronc cérébral (ABR) évoqués par des stimuli de type tons purs à la fréquence 
de 16 kHz, obtenus 5 semaines après le début du traitement, chez des souris âgées de 4 semaines (A-C) ou chez 
des cobayes (D-E) Il s’agit de courbes de 6 animaux, représentatives de leur groupe. Il n’y avait pas de différence 
mesurée par ABR chez les souris traitées par solution saline (A), cisplatine (B) ou de hautes doses de kanamycine 
(C). Par contre, chez les cobayes, le stimulus nécessaire pour évoquer une réponse du tronc cérébral était plus 
élevé après un traitement par cisplatine (E) ou par kanamycine (F), en comparaison au traitement par solution 
saline (D). G-I. Evolution des seuils auditifs moyens (± S.D) mesurés par ABR au cours du temps chez les souris 
de 4 semaines (G) et chez les cobayes traités par cisplatine (H) ou kanamycine (I). Chez les souris, les seuils 
auditifs ne varient pas au cours du temps dans le groupe traité par des hautes doses de kanamycine (cercle), 
cisplatine (triangle noir) ou solution saline (triangle inversé, G). Chez les cobayes, les animaux traités par 
cisplatine (triangle noir, H) ou kanamycine (cercle, I) montrent des seuils significativement plus élevés que les 
animaux traités par solution saline à partir de 2 semaines après le début du traitement. 
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1.3.3 Effets du traitement ototoxique sur l’organe de Corti  

Chez les souris traitées par cisplatine, kanamycine ou kanamycine et furosémide, 

que ce soit au niveau systémique ou cochléaire, de même que chez les souris 

contrôles, les organes de Corti mis en évidence par la phalloïdine conjuguée à la 

rhodamine n’ont pas présenté d’anomalie. Nous avons objectivé trois rangées de 

cellules ciliées externes bien définies, en particulier à la base de la cochlée (Figures 

14A-B pour les contrôles, figures 14D-E pour les souris traitées par cisplatine, et 

figure 14G-H pour les souris traitées par kanamycine). A l’inverse, les organes de 

Corti des cobayes traités par aminoglycoside ou par cisplatine montraient une perte 

importante de cellules ciliées externes, en particulier à la base de la cochlée (Figure 

14F pour le cisplatine et Figure 14I pour la kanamycine). 

Pour mettre en évidence l’apoptose dans l’organe de Corti, nous avons étudié la 

présence de caspase-3 activée, un marqueur précoce de l’apoptose cellulaire. Deux 

semaines après le début du traitement systémique par kanamycine ou par 

cisplatine, il n’y avait pas de marquage par l’anticorps anti-caspase-3 activée chez 

les souris (Figure 14J, toutes les images n’ont pas été montrée étant donné qu’il n’y 

avait pas de marquage). A l’inverse, nous avons mis en évidence la présence de 

caspase-3 activée chez les cobayes traités par kanamycine et par cisplatine dans 

l’organe de Corti, mais aussi dans le ligament spiral et la strie vasculaire (Figure 

14K, immunomarquage en vert). Il n’y avait pas de marquage de la caspase-3 

activée chez les cobayes traités par solution saline. 
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Figure 14 : 
A-I. Cellules ciliées externes du tour basal de la cochlée dans les organes de Corti d’une 
souris de 9 semaines (A), une souris de 4 semaines (B), ou un cobaye (C) 35 jours après un 
traitement par solution saline. Les cellules ciliées externes de l’organe de Corti étaient intactes 
après un traitement par cisplatine ou kanamycine chez les souris de 9 semaines 
(respectivement D et G) et de 4 semaines (respectivement E et H). Par contre, nous avons 
observé une perte évidente des cellules ciliées externes après un traitement par cisplatine (F) 
ou kanamycine (I) chez les cobayes, principalement dans le tour basal de la cochlée. J-K. 
Immunomarquage de la caspase 3 activée (en vert), associée à la coloration nucléaire 
(TOPRO, en bleu) et la phalloidine (en rouge) à la fin du traitement par kanamycine chez les 
souris (J) et les cobayes (K). La caspase 3 activée était présente dans l’organe de Corti, le 
ligament spiral et la strie vasculaire des cobayes. Barre d’échelle représentée dans l’image A = 
10 µm pour les images A-I et 50 µm pour les images J-K. 
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1.3.4 Effets du traitement ototoxique sur les neurones du ganglion 

spiral  

Pour objectiver une toxicité au niveau des neurones du ganglion spiral, nous avons 

utilisé une coloration au bleu de Toluidine et un immunomarquage de la βIII-

tubuline. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de lésion des neurones du 

ganglion spiral chez les souris, quel que soit leur âge, le type de traitement, la voie 

d’administration et la dose reçue (Figures 15A-F). Nous n’avons pas quantifié de 

différence de densité neuronale entre les groupes (Figure 15M). Nous ne montrons 

pas dans cette figure la quantification de tous les groupes, parce que ces données 

sont très répétitives (les ganglions spiraux sont similaires dans tous les groupes). A 

l’inverse, nous avons observé une réduction dramatique de la densité neuronale et 

une turgescence relative du cytoplasme neuronal chez les cobayes traités par 

kanamycine ou cisplatine en comparaison avec la densité neuronale dans les 

ganglions spiraux des cobayes traités par solution saline (Figures 15G-L). Cinq 

semaines après le début du traitement par cisplatine ou par kanamycine, nous 

avons objectivé une diminution significative de la densité neuronale dans le 

ganglion spiral (P<0.01) par rapport à celle quantifiée dans le groupe traité par 

solution saline (Figures 15N-O). Par contre, nous n’avons pas observé de lésion au 

niveau des fibres afférentes neuronales de l’organe de Corti chez les cobayes 

traités par molécules ototoxiques (données non montrées sur la figure). 

Figure 15 (page suivante) :  
Coloration au bleu de Toluidine et immunomarquage de la βIII-tubuline (en vert) avec coloration nucléaire au 
TOPRO-3 (en bleu) dans le ganglion spiral du premier tour de la cochlée sur des coupes passant par le milieu 
de la cochlée, 5 semaines après le début du traitement, chez des animaux représentatifs de chaque groupe 
parmi les souris de 4 semaines (A-F) et les cobayes (G-L). Aucune différence au niveau du ganglion spiral 
n’a été observée chez les souris ayant reçu une solution saline (A, D), du cisplatine (B, E) ou une dose élevée 
de kanamycine (C, F). Par contre, chez les cobayes, les neurones colorés au bleu de Toluidine et par 
l’immunomarquage de la βIII-tubuline étaient plus nombreux dans les ganglions spiraux des animaux traités 
par solution saline (G, J) que dans ceux des animaux traités par cisplatine (H, K) ou kanamycine (I, L). Chez 
les cobayes traités par toxique, nous avons observé une diminution de la densité neuronale et une turgescence 
du cytoplasme. M-O. Quantification de la densité neuronale chez les souris de 4 semaines et les cobayes 
traités par cisplatine ou kanamycine. Pour chaque animal, nous avons considéré 4 coupes non contiguës 
passant par le milieu de la cochlée, et nous avons compté les toutes les cellules immunoréactives pour la βIII-
tubuline et comportant un noyau, considérées comme des neurones, en fonction de la surface du ganglion 
spiral. Chaque tour de cochlée a été quantifié séparément. La moyenne (± S.D) du nombre de neurones par 
mm2 est représentée en histogramme. Il n’y avait pas de différence significative entre les groupes de souris 
traitées par toxique ou par solution saline (M). Chez les cobayes, nous avons objectivé une diminution 
significative du nombre de neurones par mm2 dans le ganglion spiral 5 semaines après le début du traitement 
par cisplatine (en noir, N) ou kanamycine (en noir, O). Barre d’échelle représentée dans la figure A = 50 µm 
pour les figures A-L. 
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1.4 Discussion 

Notre étude a démontré des différences significatives de réponse aux médicaments 

ototoxiques entre les souris et les cobayes. Les souris BALB/c étaient clairement 

résistantes à des doses beaucoup plus élevées de kanamycine et de cisplatine que 

les cobayes. En outre, nous n’avons pas réussi à induire d’ototoxicité chez nos 

souris en associant des traitements ototoxiques (kanamycine et furosémide), ni en 

augmentant la dose de kanamycine, ni en administrant nos traitements directement 

dans l’oreille par voie chirurgicale. 

Ces résultats sont discordants avec certaines données de la littérature (tableau 5). 

Cette discordance pourrait être expliquée par des différences environnementales ou 

génétiques entre les différentes souches de souris. Par exemple, le régime 

alimentaire pourrait jouer un rôle dans l’ototoxicité. La privation de nourriture, la 

carence en glutathion ou la supplémentation en fer amplifie la toxicité des 

aminoglycosides224,264 ou du cisplatine 225. En retour, une otoprotection significative 

peut être conférée par un régime alimentaire enrichi en antioxydants comme l’α-

tocophérol226-230, la D-méthionine232, ou la L-acetylcystéine234,235,238,239. Nous avons 

utilisé dans nos expériences le régime alimentaire standardisé fourni par SAFE 

(Scientific Animal Food & Engineering, France). Ce régime contient 30 UI/Kg 

d’alpha-tocophérol, qui pourrait protéger en partie l’organe de Corti. Néanmoins, 

cette dose est 3 à 100 fois plus faible que les doses utilisées dans les études 

d’otoprotection226,227,229-231. Les différences génétiques entre les lignées de souris 

pourraient également expliquer une différence de vulnérabilité aux molécules 

ototoxiques415-418. Une étude américaine a démontré en 2001 que la lignée BALB/c 

serait plus vulnérable aux aminoglycosides que d’autres lignées comme les souris 

C57bl ou CBA108. Nous n’avons néanmoins pas réussi à mettre en évidence 

d’ototoxicité chez nos souris BALB/c. Une explication possible serait une différence 

entre les lignées européenne et américaine de souris BALB/c. Les souches 

américaine et européenne dérivent d’une même souche et ont été séparées en 

1913, avec un risque potentiel de dérive génétique. 
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Tableau 5 : Données de la littérature concernant l’ototoxicité ou l’absence de toxicité 
in vivo chez la souris. 
 

Animal Toxic molecule 

Strain Age Drug Dose, rate, route 

Type of toxicity 
0: no ototoxicity reported 

A: hearing function impairment 
B: change in gene/protein expression  

C: hair cell loss 
D: spiral ganglion neurons loss 

References 

200-300mg/kg/d, 28days, sc 0 
gentamicin 

300mg/kg, 2/d, 14days, sc 0 

700mg/kg/d, 6days, sc 0 C57 

kanamycin 
1g/kg/d, 10days, sc A (inconstant) 

C57, CBA, 
BALB 

4w 

kanamycin 400-900mg/kg, 2/d, 15days, sc A, C 

108 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 15days, sc A, C 252 
C57, CBA, 

BALB 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 14days, sc B 419 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 14days, sc B 420 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 7days, sc B 136 

albino Swiss adult gentamicin 5mg/kg/d, 30days, im A, B 421 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 14days, sc A, B, C 422 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 3-11days, sc B 126 

CBA 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 3-7days, sc B 133 

C57 4w kanamycin 800mg/kg, 2/d, 15days, sc A, C 423 
2w B, C CBA 5w 

kanamycin 
+bumetamide 

1g/kg, sc 
+0,05mg/kg, ip 0 

424 

CBA 4w kanamycin 
+furosemide 

1g/kg, sc 
+400mg/kg, ip B, C 425 

C57 12w kanamycin 100mg/kg, 2/d, 10days, ip A 426 

C57  gentamicin 120mg/kg, single dose, ip 
120mg/kg/d, 19days, ip A (transient) 427 

C57  gentamicin 120mg/kg, single dose, ip 
120mg/kg/d, 19days, ip 0 428 

BALB x C57 4w kanamycin 700mg/kg, 2/d, 14days, sc A, C 429 
C57 
/BL6 2-5 m kanamycin 

+furosemide 
1g/kg, sc 
+400mg/kg, ip C 430 

CBA 22-26 m cisplatin 2mg/kg/d, 12days, ip D 431 

BALB 7w cisplatin 4mg/kg/d, 4days, ip B 432 

12mg/kg single dose, ip 0 
CBA 1-2 m cisplatin 

14-16mg/kg single dose, ip A 
299 

L’ototoxicité décrite peut concerner 
A/ le niveau fonctionnel (perte auditive),  
B/ le niveau moléculaire (expression de protéines ou de gènes),  
ou le niveau cellulaire avec une perte de  
C/ cellules ciliées ou  
D/ neurones du ganglion spiral. 

Abréviations :  
C57: C57BL/6  W: week 
BALB: BALB/c  M: month 
CBA: CBA/J  D: day 
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Une première explication de la différence d’ototoxicité entre les cobayes et les 

souris pourrait résider dans le profil pharmacocinétique des aminoglycosides et du 

cisplatine. Les souris ont un métabolisme rapide et une clairance rénale élevée, 

impliquant que les taux plasmatiques des drogues ototoxiques restent bas433,434. 

Toutes les études comparant plusieurs espèces mettent en évidence l’importance 

de la pharmacocinétique dans les différences observées après administration 

d’aminoglycoside435, de cisplatine428 ou d’autres agents ototoxiques436. L’excrétion 

urinaire est la voie principale d’élimination des dérivés du platine et des 

aminoglycosides chez toutes les espèces437-439. Chez les souris, la clairance 

plasmatique élevée permet une excrétion urinaire rapide433,434, et donc une demi-vie 

sérique plus courte des molécules ototoxiques108. 

En outre, l’organe de Corti est protégé au sein des compartiments de l’oreille interne 

et il existe une barrière hémato-labyrinthique, qui protège les cellules ciliées de la 

même manière que la barrière hémato-encéphalique protège le système nerveux 

central. Cette barrière peut être grossièrement divisée en une barrière hémato-

périlymphatique et une barrière périlympho-endolymphatique, même si tous les 

aspects de cette division ne sont pas complètement élucidés (figure 16). La strie 

vasculaire est accessible directement à la circulation systémique. Cette dernière est 

l’obstacle le plus probable à l’entrée des drogues dans l’oreille interne. La toxicité du 

cisplatine et des aminoglycosides concerne plusieurs cibles cellulaires bien 

déterminées dans la cochlée72,440, y compris les cellules marginales et 

intermédiaires de la strie vasculaire441-443. Ces cellules, organisées en jonctions 

serrées, ont un rôle capital dans la formation de la barrière hémato-labyrinthique 

(figure 16)444. Une étude intéressante serait d’examiner si ces cellules partagent les 

mêmes propriétés chez les souris et les cobayes. Par exemple, l’expression des 

différentes claudines, protéines-clé des jonctions serrées et indispensables à 

l’audition445-450, n’a pas été comparée entre les différentes espèces451,452. Une 

différence fonctionnelle à ce niveau pourrait encore expliquer la différence de 

vulnérabilité à l’agression ototoxique. La pénétration des aminoglycosides dans 

l’organe de Corti pourrait être moins importante chez la souris que chez le 

cobaye453. Cette différence pourrait être suffisante pour expliquer la différence 

d’ototoxicité dans les deux espèces161. 

De surcroît, les médicaments ototoxiques affectent l’organisation des jonctions 

intercellulaires454,455. Chez les cobayes, on observe une ré-organisation des 

jonctions serrées, des jonctions d’adhérence et du cytosquelette dans l’organe de 

Corti après application d’un aminoglycoside455. Chez la souris, la réorganisation des 



 

 

64 
jonction d’adhérence après lésion par un aminoglycoside semble différente456. Par 

exemple, les protéines qui établissent les contacts intercellulaires dans les jonctions 

d’adhérence sont les cadhérines, associées aux α- et β-caténines, qui elles-mêmes 

lient les filaments d’actine. On observe chez la souris une diminution de l’expression 

de l’E-cadhérine et de la β-caténine 24 heures après une agression ototoxique456. 

La transcription du gène de l’E-cadhérine est également inhibée par les facteurs de 

croissance457. Ces mêmes facteurs sont connus pour leur potentiel otoprotecteur458. 

La différence de vulnérabilité entre les espèces pourrait résider dans une différence 

d’expression ou de fonction d’une protéine de jonction. Néanmoins, les données 

concernant la composition protéique et la distribution des jonctions d’adhérence et 

des jonctions serrées dans l’organe de Corti, avant et après agression ototoxique, 

sont lacunaires. 

Une dernière hypothèse serait une résistance intrinsèque plus élevée des cellules 

ciliées et des neurones du ganglion spiral chez la souris par rapport au cobaye. 

Plusieurs études ont démontré que le mécanisme commun de toxicité des 

aminoglycosides et du cisplatine est la génération d’espèces réactives de l’oxygène 

au sein de la cochlée72,103,110. La machinerie enzymatique de détoxification des 

espèces libres de l’oxygène est différente d’une espèce de rongeur à l’autre459. Les 

souris BALB/c expriment largement l’enzyme superoxyde dismutase (SOD), qui 

bloque le stress oxydatif cellulaire460. La présence d’un taux élevé de SOD chez la 

souris BALB/c pourrait prévenir les effets ototoxiques des aminoglycosides et du 

cisplatine. Chez le cobaye par contre, il a été démontré que l’activité des enzymes 

antioxydantes (superoxyde dismutase, catalase, enzymes du métabolisme du 

glutathion) diminue après administration d’un aminoglycoside461. Cette hypothèse 

pourrait aussi être appliquée aux autres mécanismes de défense antioxydants. En 

réalité, les mécanismes d’ototoxicité et de défense cellulaire ne sont pas encore 

suffisamment compris pour pouvoir expliquer complètement les raisons d’une 

différence de vulnérabilité entre les espèces. 
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Figure 16 : 
Représentation schématique de la barrière hémato-labyrinthique. Les cellules endothéliales 
des capillaires sanguins (en bleu) dans la cochlée sont caractérisées par des jonctions serrées 
(en rouge), qui participent à la formation de la barrière hémato-périlymphatique. Dans les 
conditions physiologiques, cette barrière est imperméable aux macromolécules et de 
perméabilité variable aux petites molécules.  La périlymphe provient du plasma et sa 
composition est proche du plasma5. L’endolymphe est formée à partir de la périlymphe après 
un enrichissement en potassium. Sa composition en potassium est proche de celle du milieu 
intracellulaire. Le potassium endolymphatique entre dans les cellules ciliées lors de la 
transduction apicale et est relargué par les faces latérales des cellules ciliées. Il est transporté 
par les fibrocytes du ligament spiral puis par les cellules de la strie vasculaire pour finalement 
être excrété par les cellules marginales de la strie vasculaire dans l’endolymphe. Inversement, 
la strie vasculaire pompe le sodium hors de l’endolymphe. Des jonctions serrées, représentées 
en rouge, assurent l’étanchéité entre la périlymphe et l’endolymphe (barrière périlympho-
endolymphatique). 
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 1.5 Conclusion 

Notre étude a démontré une nette différence dans la réponse de l’oreille interne à 

l’agression d’un médicament ototoxique. La résistance des souris à l’ototoxicité 

n’est pas attribuable à un problème technique, parce que les mêmes molécules 

administrées de la même manière aux cobayes ont induit une surdité et des lésions 

cellulaires claires, semblables à celles décrites dans la littérature. Notre étude 

démontre donc que le cobaye reste l’animal le plus fiable comme modèle de surdité 

neurosensorielle du mammifère adulte. Les modèles de surdité chez la souris adulte 

doivent être considérés avec prudence. En conséquence, dans la seconde partie de 

ce travail, nous avons abandonné l’idée d’utiliser un modèle murin de surdité chez 

l’adulte. Nous avons utilisé un modèle de surdité neurosensorielle déjà connu et 

démontré dans la littérature, utilisant une application locale de gentamicine chez le 

cobaye. 
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DEUXIEME PARTIE 
Protection de l’oreille interne par des agents pharmacologiques 

exogènes 
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1. La bryostatine 1 

 

1.1 Introduction 

La protection des neurones du ganglion spiral est primordiale pour préserver 

l’audition ou, à défaut, pour rendre une oreille sourde appareillable. Les facteurs 

trophiques ou facteurs de croissance sont indispensables à la survie, le 

développement, la polarité, l’homéostasie et la réponse aux agressions des 

neurones du ganglion spiral204-207. L’utilisation pharmacologique des facteurs 

trophiques, dans un but préventif ou curatif, est donc une approche prometteuse. 

Cependant, leur utilisation en clinique reste limitée pour plusieurs raisons : les 

facteurs trophiques sont des polypeptides à demi-vie très courte, sont sujets à une 

dégradation protéolytique rapide et peuvent induire des effets indésirables 

pléiotropes à cause de l’expression ubiquitaire de leurs récepteurs. La découverte 

de molécules non peptidiques qui possèdent des activités trophiques intrinsèques 

constituerait un progrès majeur. 

Des travaux réalisés dans notre laboratoire ont démontré que des activateurs de 

PKC, les esters de phorbol et la bryostatine 1, permettent, in vitro, la survie 

neuronale et la neuritogenèse. Ces effets dépendent de l’activation de PKCβ1322. 

L’activation des PKCs agit sur la maturation synaptique, la mémorisation, l’inhibition 

de l’apoptose neuronale, l’augmentation des neurotrophines et la diminution du taux 

de β-amyloïde, dont les agrégats sont en partie responsables de la maladie 

d’Alzheimer462. Les activateurs de PKC sont néanmoins une arme à double 

tranchant. En effet, à partir d’une concentration donnée et pour un type cellulaire 

défini, l’action observée de ces activateurs est exactement l’inverse de l’action 

attendue. Ceci est dû à la nature biphasique de l’activation des PKCs. Les PKCs 

activées lient la membrane cellulaire, contrairement aux PKCs non activées, 

cytosoliques. Une fois liées à la membrane, les PKCs sont rapidement et 

préférentiellement dégradées. Ainsi, tous les activateurs de PKCs peuvent être à 

l’origine, à partir d’une certaine concentration, d’une régulation négative des 

PKCs462,463. 

La bryostatine 1 a un profil intéressant parce que son action de régulation négative 

de la PCK est moins importante que son effet activateur462. Le but de notre étude 

était de valider in vivo les effets trophiques de cette nouvelle molécule sur les 

neurones du ganglion spiral observés in vitro. Nous avons utilisé un modèle animal 
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de dégénérescence neuronale secondaire à la destruction des cellules ciliées de 

l’organe de Corti par un aminoglycoside. Comme nous l’avons montré dans la 

première partie de ce travail, le modèle murin de surdité n’est pas un modèle 

suffisamment reproductible ni fiable107. Nous avons donc utilisé des cobayes 

adultes, dont le modèle de surdité a été largement démontré dans la littérature. 

Nous avons choisi un mode d’administration prolongé d’une très faible quantité de 

bryostatine 1, afin de maintenir une activation prolongée de la PKC dans les 

neurones du ganglion spiral, tout en prévenant la régulation négative de la PKC. 

L’effet de la bryostatine 1 est maximal à la concentration de 1nM in vitro322,464. In 

vivo, des études démontrent également une neuroprotection pour une dose faible 

de bryostatine 1 administrée pendant une période prolongée329. 

Nous avons étudié les effets de la bryostatine 1 administrée localement pendant 1 

mois après lésion cochléaire par un aminoglycoside chez des cobayes. Nous avons 

comparé l’effet de la bryostatine 1 à celui de la périlymphe artificielle (véhicule de la 

bryostatine, contrôle négatif) et à celui des neurotrophines associées à un inhibiteur 

de l’apoptose (contrôle positif). Nous avons utilisé le z-VAD-fmk, un inhibiteur de 

caspases, comme inhibiteur de l’apoptose. Les caspases sont les effecteurs de 

l’apoptose, et jouent un rôle fondamental dans la cochlée soumise à une 

agression465, en particulier une agression par un aminoglycoside466. La modulation 

de l’activité des caspases permet de modifier le destin cellulaire de manière 

expérimentale, et a déjà été utilisée dans des modèles d’otoprotection467,468. 

Le critère de jugement principal de cette étude était la densité neuronale du 

ganglion spiral après un mois de traitement. Nous avons également examiné les 

effets sur les neurites entre le ganglion spiral et l’organe de Corti. 

 

1.2 Matériel et Méthode 

1.2.1 Produits 

L’aminoglycoside utilisé pour la lésion cochléaire était la gentamicine à la 

concentration de 50mg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, Gentamicin 

sulphate). La bryostatine 1, utilisée à la concentration de 1µM, était également 

fournie par Sigma-Aldrich. Nous avons également utilisé comme référence 

d’otoprotection les neurotrophines BDNF et NT-3 (Peprotech, Rochy Hill, NJ, USA), 

et l’inhibiteur de caspases z-VAD-fmk (carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-O-methyl-

fluoromethylketone, Promega, Madison, WI, USA). Les différents produits ont été 

mis en solution selon les instructions du fournisseur, puis dissous pour atteindre leur 
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concentration finale dans une solution de périlymphe artificielle (137 mM NaCl, 5 

mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 1 mM NaHCO3, 11 mM glucose, pH 7.4). Pour 

le groupe contrôle négatif, seule la périlymphe artificielle a été administrée après 

l’aminoglycoside. 

 

1.2.2 Animaux 

Nous avons utilisé 21 cobayes mâles adultes albinos Dunkin Hartley (fournis par 

Harlan, Horst, The Netherlands, référence HsdPoc:DH). Nous les avons hébergés 

dans l’animalerie centrale de notre université, avec un cycle nycthéméral de 24 

heures et un accès libre à l’eau et à une nourriture adaptée. Toutes nos 

expériences ont été soumises à l’approbation du comité d’éthique animale de 

l’Université de Liège. 

 

1.2.3 Procédure chirurgicale et traitements 

Les animaux ont été répartis de manière randomisée en 3 groupes. Pour chaque 

animal, seule l’oreille gauche a été opérée, l’oreille droite étant utilisée comme 

contrôle (oreille non opérée, non traitée). L’induction de l’anesthésie a été réalisée 

grâce à un mélange d’oxygène N25 (96%) et d’isoflurane (4%). Après induction, 

l’anesthésie a été maintenue tout au long de la procédure opératoire par un 

mélange d’oxygène N25 (98% à 98,5%) et d’isoflurane (1,5% à 2%) au débit de 1 

L/minute. Deux animaux sont morts dans l’induction de l’anesthésie et n’ont été ni 

randomisés dans un groupe, ni pris en compte dans cette étude. L’ensemble de la 

procédure s’opérait dans des conditions aseptiques (masque, gants, désinfection, 

champs stériles). 

L’abord de la cochlée était similaire à celui de notre étude sur l’ototoxicité (cfr. 

Première Partie, page 48). Ensuite, à la place d’une ouverture de la fenêtre ronde, 

nous avons réalisé une trépanation du promontoire. Après mise en évidence du 

promontoire, une ouverture a été réalisée à la base de la cochlée à l’aide d’une 

aiguille de 26 gauge. Nous avons inséré ensuite un cathéter, connecté à sa partie 

proximale à un pousse-seringue Hamilton électrique (Eicom micro syringe pump 

ESP-32). Ce montage permettait d’administrer dans l’oreille gauche de chaque 

cobaye 25µl de solution de gentamicine en 5 minutes (débit de 5µl/minute). Ensuite, 

nous avons inséré dans le même orifice cochléaire un cathéter relié à une mini-

pompe osmotique (Mouse Jugular Catheter adjustable length 7701, et Osmotic 

Minipump Alzet 2004 0,25 µl/h-28days, Alzet, Cupertino, CA, USA). L’ensemble du 



 

 

71 
montage a été fixé au niveau de la cochlée par une colle cyanoacrylate (Histoacryl, 

Deprophar, Bruxelles, Belgique), et au niveau de la bulle tympanique par du ciment 

dentaire (Nextemp, Deprophar, Bruxelles, Belgique), La mini-pompe osmotique a 

été insérée dans le tissu sous-cutané, entre les deux omoplates. La cicatrice a 

ensuite été suturée en deux plans. 

Selon les groupes, les mini-pompes osmotiques étaient remplies par les produits 

suivants en solution de périlymphe artificielle : 

• Groupe expérimental : Bryostatine 1 (200µl à la concentration de 1µM ; n=10) 

• Contrôle positif : BDNF, NT-3 et z-VAD-fmk (200µl aux concentrations 

respectives de 20ng/ml, 20ng/ml et 20µM ; n=6) 

• Contrôle négatif : Périlymphe artificielle intra-cochléaire (200µl ; n=5) 

Ces pompes osmotiques sont conçues pour délivrer 200µl de solution de manière 

continue en 28 jours, c’est-à-dire avec un débit de 0,25 µl/heure. 

 

1.2.4 Préparation des tissus 

Après sacrifice des animaux, nous avons disséqué les os temporaux et nous les 

avons fixés durant une nuit dans une solution de paraformaldehyde à 4%, avant 

décalcification dans une solution d’ EDTA (4% dans un tampon phosphate (PBS), 

pH = 6.4) pour une durée de 2 semaines. Les tissus ont ensuite été incubés 24 

heures dans une solution de sucrose 20% dans un but de cryoprotection. Ils ont 

enfin été congelés pour pouvoir être coupés au cryostat en coupes de 14 µm 

d’épaisseur. 

 

1.2.5 Coloration au Bleu de Toluidine 

Une série de coupes au cryostat ont été dédiées à la coloration au Bleu de 

Toluidine. Les coupes ont d’abord été incubées pendant 80 secondes dans un bain 

de Bleu de Toluidine (2 g/L dans un tampon Walpole [27 g/L acétate de sodium, 

1.2% acide acétique, pH 7.4]), puis lavées par 2 bains successifs de 5 minutes de 

tampon Whalpole sans colorant. La coloration a ensuite été fixée dans une solution 

de 50 g/L de molybdate d’ammonium. Après rinçage par de l’eau distillée et 

séchage, les coupes ont été montées entre lame et lamelle (Safe MountTM, 

référence # 006 47520, Labonord, Templemars, France). 
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1.2.6 Immunofluorescence 

Notre technique d’immunofluorescence a été écrite dans la première partie de ce 

travail (cfr. Première Partie, page 50). Les coupes ont été observées avec notre 

microscope confocal Olympus FV1000. Notre critère de jugement principal était la 

densité neuronale du ganglion spiral après un mois de traitement. Nous avons 

également examiné les effets sur les neurites entre le ganglion spiral et l’organe de 

Corti. 

 

1.2.7 Quantification des neurones du ganglion spiral 

Notre technique de quantification des neurones du ganglion spiral a également été 

décrite dans la première partie de ce travail (comptage des cellules immuno-

positives pour la βIII-tubuline ayant un noyau coloré au TOPRO-3 sur 4 coupes non 

adjacentes passant par le milieu de la cochlée). Le nombre de neurones par mm2 

de ganglion spiral (moyenne ± déviation standard) a été comparé entre chaque 

groupe en utilisant une ANOVA à 1 facteur (programme GraphPad Prism, San 

Diego, CA, USA). 
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1.3 Résultats 

1.3.1 Validation de l’ototoxicité et de la perfusion cochléaire 

Les cochlées gauches des animaux des trois groupes ont reçu de la gentamicine 

avant la perfusion par mini-pompe osmotique de la molécule potentiellement 

protectrice. Les cochlées droites n’ont pas été opérées et n’ont reçu aucun 

traitement. Après sacrifice, le positionnement correct du cathéter de perfusion 

cochléaire gauche a été vérifié. Lorsque ce positionnement n’était pas correct, 

l’animal a été exclu de l’étude. Ceci a été le cas d’un cobaye du groupe contrôle 

positif (BDNF, NT-3 et z-VAD-fmk). Après réalisation des coupes histologiques, le 

point d’insertion du cathéter était bien visible à faible grossissement (20x ; figure 

17). Au fort grossissement (200x), nous avons observé une perte des cellules 

ciliées des oreilles opérées dans tous les groupes, témoignant d’une agression 

réelle par la gentamicine. Les oreilles non opérées avaient un aspect normal (figure 

18). 

Figure 17 : 
Coloration au bleu de Toluidine d’une cochlée opérée à faible grossissement (20x), où le point 
d’entrée du cathéter cochléaire est mis en évidence par une flèche rouge schématiquement 
reliée à la représentation d’une mini-pompe osmotique (échelle non respectée). En haut à 
droite, l’encart montre à fort grossissement (200x) l’organe de Corti, dont les cellules ciliées 
sont lésées dans toutes les oreilles opérées, quel que soit le groupe. 
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Figure 18 : 
Organes de Corti au niveau du premier tour de spire de cochlées représentatives, colorés au bleu 
de toluidine (A et B) et à la phalloïdine avec une contre-coloration nucléaire (C et D). Les images 
A et C montrent l’organe de Corti d’une oreille non opérée, avec des cellules ciliées intactes (trois 
rangées de cellules ciliées externes désignées par des têtes de flèches et une rangée de cellules 
ciliées internes indiquée par une flèche). Les images B et D montrent la disparition des cellules 
ciliées dans l’organe de Corti d’une oreille opérée et traitée par la gentamicine. Quel que soit le 
traitement protecteur administré ensuite, il n’y avait pas de différence entre les groupes au niveau 
des cellules ciliées. 
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1.3.2 Effets de la perfusion cochléaire sur le ganglion spiral. 

Pour observer les neurones du ganglion spiral, nous avons utilisé une coloration au 

bleu de Toluidine et un immunomarquage de la βIII-tubuline. Nous avons mis en 

évidence une réduction dramatique de la densité neuronale des cochlées opérées 

dans le groupe traité par périlymphe artificielle (Figure 19, B et F). Par contre, dans 

les groupes traités pendant 28 jours par bryostatine 1 ou par le cocktail de BDNF, 

NT-3 et z-VAD-fmk, il existait une préservation neuronale à la fin du traitement 

(figure 19, C, D, G et H). Après quantification, la perte neuronale observée chez les 

cobayes traités par gentamicine puis par périlymphe artificielle est de 61,01 % par 

rapport à l’oreille non opérée. Chez les cobayes opérés par gentamicine puis par 

bryostatine 1 ou par neurotrophines et inhibiteur de caspases, la perte neuronale 

est évaluée respectivement à 29,13 % et à 40,17 %. Il existe une différence 

significative entre les groupes traités par une molécule protectrice et ceux traités par 

la périlymphe artificielle (p<0,05). Ces résultats sont illustrés figure 20. 

Figure 19 : 
Ganglions spiraux au grossissement 200x, colorés au bleu de toluidine (A, B, C et D), et colorés par 
un immunomarquage de la βIII-tubuline avec une contre-coloration nucléaire (E, F, G et H). Les 
images A et E montrent le ganglion spiral d’une oreille non opérée, avec des neurones intacts. Les 
images B et F montrent la raréfaction des neurones du ganglion spiral d’une oreille opérée ayant 
reçu de la gentamicine puis une solution de périlymphe artificielle pendant 1 mois. Les images C, 
D, G et H montrent une otoprotection avec une préservation relative de la densité neuronale 
lorsqu’on administre, pendant 1 mois après la gentamicine, de la bryostatine-1 (C et G) ou un 
cocktail de neurotrophines associées à un inhibiteur de l’apoptose (D et H). 
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Figure 20 : 
Quantification de la densité neuronale au niveau du premier tour de la cochlée après un 
mois de perfusion intracochléaire. En ordonnée, nous représentons le nombre de neurones 
par unité de surface, c’est-à-dire de cellules positives pour l’immunomarquage βIII-
tubuline ayant une coloration nucléaire (moyenne ± erreur standard de la moyenne). En 
blanc est représentée la densité neuronale dans une cochlée non opérée. L’histogramme 
gris clair représente la densité neuronale après traitement par gentamicine puis 
périlymphe artificielle (perte neuronale de 61,01%) tandis que celui en gris foncé 
représente la densité neuronale après traitement par bryostatine 1 (perte neuronale de 
29,13%, significativement plus faible qu’après traitement par périlymphe artificielle ; 
p<0,05). L’histogramme noir correspond à la densité neuronale quantifiée après 
traitement par gentamicine puis par un cocktail de neurotrophines et d’inhibiteur de 
l’apoptose (perte neuronale de 40,17 %, significativement plus faible qu’après un 
traitement par périlymphe artificielle ; p< 0,05). Il n’y a pas de différence significative 
entre la perfusion cochléaire de bryostatine-1 et celle de neurotrophines et z-VAD-fmk. 
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1.3.3 Effets de la perfusion cochléaire sur les prolongements neuronaux 

Nous avons observé les prolongements neuronaux marqués par un anticorps dirigé 

contre la βIII-tubuline au niveau de l’organe de Corti. Sur les oreilles non opérées, 

on peut distinguer les prolongements neuronaux jusqu’à la base des cellules ciliées. 

Chez les animaux opérés ayant reçu de la gentamicine intra-cochléaire, quel que 

soit le traitement administré ensuite (périlymphe artificielle, neurotrophines, 

bryostatine 1), nous n’avons pas mis en évidence les prolongements neuronaux. 

Figure 21 : 
Immunomarquage βIII-tubuline des prolongements neuronaux dans l’organe de Corti. A : organe de 
Corti d’une oreille non opérée. Les prolongements neuronaux, positifs pour l’immunomarquage βIII-
tubuline (en vert, indiqué par des flèches blanches), vont jusqu’aux cellules ciliées (colorées par la 
phalloïdine en rouge, et désignées par des têtes de flèches). Les noyaux sont marqués au TOPRO-3. 
B : organe de Corti d’une oreille opérée. Il n’y avait pas de différence significative entre les oreilles 
opérées quelque soit le traitement protecteur. Au niveau de l’organe de Corti, on ne retrouve plus de 
prolongements neuronaux positifs pour l’immunomarquage βIII-tubuline. Il n’y a plus non plus de 
cellules ciliées. Ce résultat a été observé après administration de gentamicine intra-cochléaire, dans 
les groupes traités par périlymphe artificielle, Bryostatine-1, neurotrophines et inhibiteur de 
l’apoptose. 
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1.4 Discussion 

Notre étude nous a permis d’établir 3 observations :  

1. La gentamicine administrée localement chez le cobaye est ototoxique. 

2. Il est possible d’administrer une molécule en perfusion continue dans la 

cochlée du cobaye. 

3. La bryostatine 1 a un effet protecteur sur les neurones du ganglion spiral 

lorsqu’elle est administrée à faible dose de manière prolongée en intra-

cochléaire. 

Les cellules ciliées et les neurones du ganglion spiral meurent après injection locale 

de gentamicine. Les prolongements axonaux de ces neurones dégénèrent 

également. Nos résultats concordent avec les descriptions antérieures de 

l’ototoxicité de cet aminoglycoside lorsqu’il est administré localement chez le 

cobaye112,469-474. En effet, il a été montré qu’après administration de gentamicine 

dans l’oreille de cobaye, la plupart des cellules ciliées meurent endéans 48 

heures474. La perte neuronale s’observe dans le mois qui suit la perte des cellules 

ciliées469,475,476. Les premiers signes de souffrance neuronale sont déjà observés 

une semaine après administration locale de gentamicine477, et les neurones du 

ganglion spiral meurent par apoptose472. 

Nous avons ensuite démontré qu’il était possible d’implanter une mini-pompe de 

perfusion cochléaire afin de délivrer une molécule otoprotectrice de manière 

continue et prolongée directement dans l’oreille interne. Cette technique a déjà été 

utilisée par d’autres équipes dont les résultats chirurgicaux sont similaires aux 

nôtres130,292,318,468,478-481. 

La bryostatine 1 n’a jamais été testée in vivo dans l’oreille interne. Elle n’a jamais 

non plus été testée in vitro sur des cochlées adultes. Nous connaissions son effet 

protecteur sur les corps neuronaux déafférentés du ganglion spiral de rats post-

nataux, ainsi que sur leurs neurites322. Cet effet est lié à l’activation de la protéine 

kinase CβI322. Nous avons étudié pour la première fois l’effet de la bryostatine 1 

administrée localement pendant 1 mois dans la cochlée de cobayes adultes après 

injection de gentamicine. Nous avons comparé l’effet de la bryostatine 1 à celui de 

la périlymphe artificielle (contrôle négatif) et à celui de molécules connues pour leur 

effet protecteur : les neurotrophines139,207,211,482-484 et un inhibiteur de caspases467. 

En implantant la mini-pompe osmotique le jour même de l’administration de 
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gentamicine, nous nous assurons que les neurones du ganglion spiral sont enrichis 

en bryostatine 1 avant même que les premières lésions neuronales soient 

détectables. Ce n’est pas le cas des cellules ciliées, pour lesquelles les lésions sont 

plus précoces. Dans notre étude, nous n’avons pas démontré d’effet protecteur de 

la bryostatine 1 sur les cellules ciliées de l’organe de Corti. Par ailleurs, un effet ce 

la bryostatine 1 sur les cellules ciliées n’avait jamais été démontré in vitro. Chez nos 

cobayes opérés, nous avons observé une disparition massive des cellules ciliées de 

l’organe de Corti, validant notre modèle de surdité. La densité neuronale observée 

chez les cobayes traités par bryostatine 1 est donc bien due à l’effet 

neuroprotecteur de la bryostatine 1 et non à un problème technique à l’origine d’un 

défaut d’ototoxicité, puisque l’organe de Corti était lésé chez tous nos cobayes 

opérés. 

Au niveau du ganglion spiral, la bryostatine 1 a démontré un effet protecteur 

significatif sur le nombre de neurones, similaire à celui des neurotrophines et d’un 

inhibiteur de l’apoptose. Cet effet est concordant avec la neuroprotection observée 

in vitro sur des neurones de ganglion spiral de rats post-nataux322. Les mécanismes 

d’action moléculaires sont actuellement hypothétiques. L’activation de la PKC 

pourrait être mise en évidence par une redistribution de la protéine au niveau 

membranaire (par immunofluorescence), car les PKCs activée lient la membrane 

plasmique. Nous pourrions également utiliser un inhibiteur de PKC ou un inhibiteur 

spécifique de PKCβ1 pour déterminer si l’effet neuroprotecteur serait aboli. Ceci 

prouverait l’implication de PKC dans la protection du ganglion spiral adulte in vivo. 

L’activation de PKC pourrait aboutir à l’activation des 2 voies majeures de survie 

neuronales : la voie de la Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) et des Mitogen 

extracellular regulated kinase/extracellular regulated kinases (MEK/ERK)322. Ceci a 

été démontré in vitro319,320 mais reste à démontrer in vivo dans notre modèle de 

dégénérescence neuronale suite à un traitement par aminoglycoside. 

A l’inverse des effets sur les corps neuronaux, nous n’avons pas réussi à mettre en 

évidence d’effet sur la neuritogenèse, contrairement aux résultats obtenus sur des 

cultures de neurones de ganglion spiraux ou de lignée neuronale PC12l322,485. Dans 

ce dernier cas, la bryostatine 1 n’est pas suffisante pour promouvoir la croissance 

neuritique à elle seule. Elle agit en synergie avec l’effet du NGF ou de la 

staurosporine486,487. Ceci pourrait expliquer pourquoi nous n’avons pas observé 

d’effet protecteur sur les neurites. 
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Il nous reste à déterminer si modifier le débit de perfusion ou la concentration en 

bryostatine 1, ou si administrer de la bryostatine 1 associée à d’autres facteurs, 

pourrait protéger l’innervation de l’organe de Corti. En effet, les activateurs de PKC 

ont une activité biphasique et lorsque leur concentration augmente, on observe une 

régulation négative de la PCK462,463. Le choix de la dose administrée et de la période 

d’administration est donc particulièrement critique. De nouvelles expériences sont 

nécessaires pour optimiser ce traitement (courbe dose-réponse, durée du 

traitement). 

 

1.5 Conclusion 

La bryostatine 1 a un effet protecteur sur les neurones du ganglion spiral lorsqu’elle 

est administrée à faible dose de manière prolongée chez les cobayes adultes. Cet 

effet est probablement lié à une activation de la protéine kinase C, en particulier la 

PKCβ1. Les modalités et la dose d’administration chez l’homme doivent encore être 

déterminés. 
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2. L’inhibition de la voie Rho/ROCK 

 

2.1 Introduction 

Les petites protéines Rho GTPases sont des régulateurs essentiels de 

l’organisation cellulaire et du cytosquelette. Parmi celles-ci, RhoA est 

particulièrement impliquée dans la régulation de la croissance neuritique et 

l’apoptose/la survie neuronales7,8. 

Les effecteurs de RhoA sont l’homologue mammifère de diaphanous, mDia, et les 

Rho Kinases (ROCK)9,343. De façon intéressante,  p140mDia est un homologue du 

gène de surdité humain DFNA1 (DiaI chez la souris), une cible de Rho et un 

régulateur de la polymérisation de l’actine347.  

Comme nous l’avons discuté dans l’introduction générale de ce travail, la voie 

Rho/ROCK est particulièrement importante dans le système nerveux central, 

notamment dans l’organisation du cytosquelette, la guidance axonale, la migration 

neuronale, la plasticité synaptique et la neuritogenèse7,8,340,342,356,357. Elle interagit 

avec l’action des neurotrophines10,383. 

L’inhibition de la voie Rho/ROCK a démontré des effets neuroprotecteurs dans la 

moelle épinière358-361, le nerf optique362-365, les lésions cérébrales ischémiques366-374, 

des modèles de maladie d’Alzheimer375-379 et de maladie de Huntigton380-382. 

Enfin, les inhibiteurs de la voie Rho/ROCK augmentent la survie neuronale en 

culture et la neuritogenèse384-389. Au niveau du ganglion spiral, la voie ROCK a été 

peu étudiée, mais elle pourrait jouer un rôle essentiel dans la croissance axonale 

des neurones auditifs391. 

Le but de cette étude était de mettre en évidence les effets neuroprotecteurs 

éventuels d’un inhibiteur de ROCK, le Y-27632, tout d’abord in vitro dans des 

cultures de neurones auditifs, puis in vivo dans la cochlée de cobayes pendant 1 

mois après une lésion par un aminoglycoside. Nous avons comparé l’effet du Y-

27632 à celui de la périlymphe artificielle (véhicule du Y-27632, contrôle négatif) et 

à celui des neurotrophines et d’un inhibiteur de l’apoptose, le z-VAD-fmk (contrôle 

positif). Comme pour notre étude de la bryostatine 1, le critère de jugement principal 

de cette étude in vivo était la densité neuronale du ganglion spiral après un mois de 

traitement. Nous avons également examiné les effets sur les neurites entre le 

ganglion spiral et l’organe de Corti. 
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2.2 Matériel et Méthode 

2.2.1 Produits 

Le Y-27632, un inhibiteur de ROCK, nous a été fourni par Calbiochem (Schwalbach, 

Allemagne) et a été mis en solution à la concentration finale de 10 µM. La 

gentamicine, les neurotrophines BDNF et NT-3, l’inhibiteur de caspases z-VAD-fmk 

et la périlymphe artificielle sont exactement les mêmes produits que décrits pour 

l’étude de la bryostatine 1. 

 

2.2.2 Etude in vitro 

Toutes nos expériences ont été soumises à l’approbation du comité d’éthique 

animale de l’Université de Liège. Des rats Wistar post-nataux (P4), élevés dans 

l’animalerie centrale de notre université, ont été euthanasiés et décapités. Nous 

avons prélevé les ganglions spiraux après dissection de l’os temporal dans une 

solution de PBS enrichie en glucose 6g/l. Les ganglions spiraux ont été mis en 

culture dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Life Technologies, 

Rockville, MD, USA). Selon les groupes, le milieu de culture a été enrichi en 

neurotrophines (BDNF et NT-3 à la concentration finale de 20ng/ml, contrôle positif, 

n=6), en Y-27632 (10 µM, groupe expérimental, n=6), ou n’a pas été enrichi 

(contrôle négatif, n=6). Les cultures ont été maintenues en parallèle pendant 48 

heures. 

 

2.2.3 Etude in vivo 

Nous avons utilisé 19 cobayes mâles adultes albinos Dunkin Hartley (fournis par 

Harlan, Horst, The Netherlands, référence HsdPoc:DH). Nous les avons utilisés 

exactement dans les mêmes conditions que celles décrites pour l’étude de la 

bryostatine 1. Les animaux ont été randomisés en 3 groupes de la même manière 

que pour l’étude de la bryostatine 1. La procédure chirurgicale était identique. Nous 

avons implanté des mini-pompes osmotiques délivrant dans la cochlée une solution 

à un débit constant (0,25µl/h pendant 28 jours). Selon les groupes, les solutions 

perfusées dans la cochlée étaient composées des produits suivants : 

• Groupe expérimental : Y-27632 (200µl à la concentration de 10 µM ; n=9) 

• Contrôle positif : BDNF, NT-3 et z-VAD-fmk (200µl aux concentrations 

respectives de 20ng/ml, 20ng/ml et 20µM ; n=6) 

• Contrôle négatif : Périlymphe artificielle intra-cochléaire (200µl ; n=5) 



 

 

83 
 

2.2.4 Analyse Immuno-histochimique 

Pour l’étude in vitro, nous avons réalisé une immunofluorescence dirigée contre la 

βIII-tubuline comme décrit au paragraphe 1.2. Pour l’étude in vivo, la préparation 

des tissus, la coloration au Bleu de Toluidine, l’immunofluorescence et la 

quantification des neurones du ganglion spiral ont été réalisés de la même manière 

que pour l’étude sur la bryostatine 1. Le nombre de neurones par mm2 de ganglion 

spiral (moyenne ± déviation standard) a été comparé entre chaque groupe en 

utilisant une ANOVA à 1 facteur (programme GraphPad Prism, San Diego, CA, 

USA). 
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2.3 Résultats 

2.3.1 Etude in vitro de l’inhibition de ROCK sur la survie des 

neurones du ganglion spiral 

Les neurones du ganglion spiral en culture meurent par apoptose en l’absence de 

supplémentation en facteurs trophiques322,488,489. Après 48 heures de culture, nous 

avons observé une nette amélioration de la survie neuronale dans les cultures 

enrichies en Y-27632 (figure 22B) et en neurotrophines (figure 22C), en 

comparaison aux ganglions spiraux du groupe contrôle (figure 22A). La 

quantification neuronale après 48 heures de culture est représentée figure 23. La 

densité neuronale est significativement plus élevée avec un traitement par Y-27632 

(1334 neurones/mm2 ± 151 neurones/mm2) que sans traitement (478 neurones/mm2 

± 144 neurones/mm2  ; p<0,01). 

 

 

Figure 22 : 
Immunomarquage βIII-tubuline (en vert) des neurones de ganglions spiraux de rats post-nataux 
mis en culture pendant 48 heures. Les noyaux sont marqués au TOPRO-3 (en bleu). Les photos 
ont été prises au grossissement 400x. A. Il existe une perte de cellules positives pour la βIII-
tubuline dans les cultures non enrichies (contrôle négatif). La survie des cellules positives pour 
la βIII-tubuline est meilleure dans les cultures enrichies en Y-27632 (B) et dans les cultures 
enrichies en neurotrophines BDNF et NT-3 (C, contrôle positif). On observe également une 
disparition quasi complète des prolongements neuronaux (neurites) dans les cultures non 
enrichies (A). Par contre, le Y-27632 et les neurotrophines préservent les prolongements 
neuritiques (B, C). Barre d’échelle représentée dans l’image A = 100 µm. 
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Figure 23 : 
Quantification neuronale après 48 heures de culture de neurones du ganglion spiral de rats post-nataux 
(P4). La densité neuronale est significativement plus élevée dans les cultures enrichies en Y-27632, 
représentée par l’histogramme gris (1334 neurones/mm2 ± 151 neurones/mm2) que dans les cultures 
contrôles, représentée par l’histogramme blanc (478 neurones/mm2 ± 144 neurones/mm2 ; p<0,01). La 
densité neuronale dans les cultures enrichies en neurotrophines est représentée par l’histogramme noir 
(1048 neurones/mm2 ± 216 neurones/mm2). N = 6 dans chaque groupe. 
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2.3.2 Etude in vivo de l’inhibition de ROCK 

2.3.2.1 Effet sur la survie neuronale 

Nous avons validé notre modèle d’ototoxicité et de perfusion cochléaire de la même 

manière que dans l’étude de la bryostatine 1. Nous avons exclu 1 cobaye du groupe 

contrôle positif et 1 cobaye du groupe Y-27632 pour mauvais positionnement du 

cathéter de perfusion cochléaire. Les neurones du ganglion spiral ont été observés 

après coloration au bleu de Toluidine et après immunomarquage pour la βIII-

tubuline. Nous avons quantifié le nombre de cellules positives pour la βIII-tubuline 

avec une coloration nucléaire (TOPRO-3) par unité de surface pour définir la 

densité neuronale. Par rapport à la densité neuronale observée après un traitement 

par la gentamicine puis par périlymphe artificielle, où la densité neuronale chute 

dramatiquement, nous avons objectivé une relative protection du nombre de 

neurones chez les cobayes traités par Y-27632 et chez les cobayes traités par un 

cocktail de neurotrophines et d’inhibiteur de l’apoptose (BDNF, NT-3 et z-VAD-fmk). 

Après quantification, la perte neuronale observée chez les cobayes traités par 

Figure 24 : 
Coupes transversales de ganglions spiraux au grossissement 200x, colorés au bleu de toluidine (A, B, C 
et D), et colorés par un immunomarquage de la βIII-tubuline avec une contre-coloration nucléaire (E, F, 
G et H). Les images A et E montrent le ganglion spiral d’une oreille non opérée, avec des neurones 
intacts. Toutes les autres photos ont été prises sur les cochlées opérées et ayant reçu de la gentamicine. 
Les images B et F montrent la raréfaction des neurones du ganglion spiral d’une oreille opérée ayant 
reçu de la gentamicine puis une solution de périlymphe artificielle pendant 1 mois. Les images C, D, G 
et H montrent une otoprotection avec une préservation relative de la densité neuronale lorsqu’on 
administre, pendant 1 mois après la gentamicine, l’inhibiteur de ROCK Y-27632 (C et G) ou un 
cocktail de neurotrophines associées à un inhibiteur de l’apoptose (D et H). 
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gentamicine puis par périlymphe artificielle est de 61,01 % par rapport à l’oreille non 

opérée. Chez les cobayes opérés par gentamicine puis par Y-27632 ou par 

neurotrophines et inhibiteur de caspases, la perte neuronale est évaluée 

respectivement à 20,28 % et à 40,17 %. Il existe une différence significative entre 

les groupes traités par une molécule protectrice et ceux traités par la périlymphe 

artificielle (p<0,05). Ces résultats sont illustrés figure 24 et la quantification est 

représentée figure 25. 

 

Figure 25 : 
Quantification de la densité neuronale au niveau du premier tour de la cochlée après un mois de 
perfusion intracochléaire. En ordonnée, nous représentons le nombre de cellules positives pour 
l’immunomarquage βIII-tubuline ayant une coloration nucléaire, par unité de surface (moyenne ± 
erreur standard de la moyenne). L’histogramme blanc représente la densité neuronale quantifiée dans 
une cochlée non opérée. En gris clair est représentée la densité neuronale après traitement par 
gentamicine puis périlymphe artificielle (perte neuronale de 61,01%), tandis que la densité neuronale 
après traitement par l’inhibiteur de ROCK Y-27632 (perte neuronale de 20,28%, significativement 
plus faible qu’après traitement par périlymphe artificielle ; p<0,01) est représentée en gris foncé. 
L’histogramme noir représente la densité neuronale après traitement par gentamicine puis par un 
cocktail de neurotrophines et d’inhibiteur de l’apoptose (perte neuronale de 40,17 %, significativement 
plus faible qu’après un traitement par périlymphe artificielle ; p< 0,05). Il n’y a pas de différence 
significative entre la perfusion cochléaire de Y-27632 et celle de neurotrophines et z-VAD-fmk. 
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2.3.2.2 Effets de la perfusion cochléaire sur les 

prolongements neuronaux et l’organe de Corti 

Nous avons observé les prolongements neuronaux marqués par un anticorps dirigé 

contre la βIII-tubuline entre le ganglion spiral et l’organe de Corti. Contrairement aux 

effets in vitro, nous n’avons pas réussi à démontrer une protection de ces 

prolongements neuronaux après un traitement par le Y-27632 ni par le cocktail de 

neurotrophines et de z-VAD-fmk. Chez tous les cobayes opérés et soumis à la 

gentamicine intra-cochléaire, quel que soit le traitement administré ensuite, nous 

avons mis en évidence une perte de l’innervation de l’organe de Corti. Par contre, 

dans les oreilles non opérées, les prolongements neuronaux étaient intacts. 

Nous avons également observé les cellules ciliées de l’organe de Corti, mais nous 

n’avons pas réussi à établir un éventuel effet protecteur de Y-27632 ni par le 

cocktail de neurotrophines et de z-VAD-fmk. Les cellules ciliées des cobayes 

opérés soumis à la gentamicine ont disparu dans tous les groupes. 
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2.4 Discussion 

Dans cette étude, nous avons démontré qu’un traitement par l’inhibiteur de ROCK 

Y-27632 a un effet protecteur sur la densité neuronale du ganglion spiral tant in vitro 

qu’in vivo après lésion par un aminoglycoside. Nous n’avons pas démontré d’effet 

protecteur sur les prolongements neuronaux ni sur les cellules ciliées de l’organe de 

Corti in vivo, mais il existait une protection évidente des prolongements neuritiques 

in vitro. Ces résultats concordent avec la prévention de l’apoptose après inhibition 

de la voie Rho/ROCK observée dans des cultures de neurones hippocampiques384, 

de neurones du ganglion rétinien385-387, ou de précurseurs neuronaux388,389. 

L’absence de protection des prolongements neuritiques in vivo, contrairement à 

plusieurs études réalisées au niveau de la moelle épinière358-361 ou du nerf 

optique362-365, pourrait être expliquée par différentes raisons. La concentration du Y-

27632 que nous avons choisie pourrait ne pas être adaptée. En outre, l’inhibition de 

la voie Rho/ROCK pourrait n’être protectrice que si elle a lieu avant la lésion 

neuronale. En effet, étant donné que le Y-27632 est perfusé dès le premier jour 

d’administration de l’aminoglycoside, il agit au niveau du ganglion spiral plusieurs 

jours voire plusieurs semaines avant la lésion des corps neuronaux472,474. Par 

contre, les lésions neuritiques sont beaucoup plus précoces476 et il est possible que 

l’imprégnation en Y-27632 dans notre modèle de traitement ne soit pas encore 

suffisante à ce moment pour être efficace. Des expériences complémentaires 

seraient nécessaires in vivo et in vitro pour établir une courbe dose-réponse et 

optimiser le timing d’administration du Y-27632. 

Une autre explication de l’absence de protection neuritique pourrait être que des 

mécanismes différents de l’activation Rho/ROCK soient impliqués dans la 

dégénérescence neuritique après lésion des cellules ciliées par un aminoglycoside. 

Plusieurs autres mécanismes ont été mis en évidence pour expliquer la 

dégénérescence neuritique consécutive à la disparition des cellules ciliées477,490 : 

excitotoxicité du glutamate dans la phase précoce491, puis privation en facteurs 

trophiques antérieurement sécrétés par les cellules ciliées488,489,492 et absence 

d’activité électrique neuronale493,494. Les mécanismes exacts impliqués dans la 

protection neuronale conférée par le Y-27632 ne sont pas encore complètement 

élucidés. 

Parallèlement aux études de protection, nous devrions compléter nos expériences 

par une étude de l’inocuité de l’inhibition de ROCK au niveau cérébral et de l’organe 

de Corti. En effet, la voie Rho/ROCK est importante pour le fonctionnement de 
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l’organe de Corti345,346 et du système nerveux central7,8. L’inhibition de Rho pourrait 

également avoir un effet protecteur sur les cellules ciliées externes agressées par 

un aminoglycoside355. 

L’augmentation de la survie des neurones du ganglion spiral in vitro et in vivo ouvre 

les portes de nouvelles associations thérapeutiques. Par exemple, les 

neurotrophines ont été largement utilisées pour la protection du ganglion spiral (voir 

notre introduction générale), mais leur effet reste limité et semble disparaître dès 

l’arrêt du traitement482. Or, il existe des interactions entre la voie Rho/ROCK et 

l’action des neurotrophines. En particulier, Rho inhibe la croissance neuritique en 

réponse aux neurotrophines BDNF et NT-3 dans les neurones trijéminaux10. Ces 

neurotrophines sont nécessaires à la survie du ganglion spiral. Une association de 

ces neurotrophines avec le Y-27632 pourrait à la fois prolonger l’effet des 

neurotrophines et potentialiser celui du Y-27632. Cette éventualité prometteuse 

reste évidemment à démontrer. 

 

2.5 Conclusion 

Nous démontrons l’effet protecteur pour les neurones du ganglion spiral de 

l’inhibition de la voie Rho/ROCK. Les implications exactes de cette voie au niveau 

de l’oreille interne restent à démontrer. Par ailleurs, nous confirmons la toxicité de la 

gentamicine chez le cobaye et la possibilité d’administrer une molécule en perfusion 

continue dans la cochlée du cobaye. 
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Les recherches sur l'oreille des mammifères remontent au 19e siècle93, c’est-à-dire 

un siècle avant la découverte des médicaments ototoxiques, d’abord à visée 

thérapeutique495,496, puis en tant que modèle de surdité chez l’animal497-499. Nos 

travaux s’inscrivent dans la même lignée. La première partie de ce travail démontre 

une discordance importante de vulnérabilité aux médicaments ototoxiques entre les 

mammifères. Les résultats électrophysiologiques obtenus concordent avec les 

résultats histologiques observés à la fois dans l’organe de Corti et le ganglion spiral. 

La concordance de ces différents niveaux d’observation, ainsi que le long délai de 

l’expérimentation (5 semaines), nous permettent de conclure que les souris ne sont 

pas un modèle d’ototoxicité fiable chez l’adulte. Par contre, elles pourraient être un 

modèle de résistance aux médicaments ototoxiques intéressant. 

Les explications d’une telle résistance sont actuellement hypothétiques. Une 

clairance plus rapide des aminoglycosides plasmatique et cochléaire, ou une 

pénétration réduite des aminoglycosides dans la périlymphe et l’endolymphe 

peuvent expliquer l’absence de toxicité observée chez la souris. Néanmoins, nous 

n’avons pas réussi à mettre en évidence de toxicité non plus lors de nos 

administrations locales. Nos différentes techniques chirurgicales sont probablement 

imparfaites. Une seconde hypothèse expliquant la différence de vulnérabilité entre 

les espèces pourrait être une vulnérabilité intrinsèque des cellules ciliées et des 

neurones du ganglion spiral des cobayes. En particulier, les défenses contre les 

agressions des radicaux libres peuvent être différentes d’une espèce à l’autre et 

même d’un type cellulaire à l’autre. Les perspectives de recherche pour valider ces 

hypothèses sont nombreuses. La mesure des taux sériques et urinaires de 

cisplatine et d’aminoglycoside permettrait d’évaluer la pharmacocinétique de ces 

molécules. La mesure de la concentration de ces médicaments dans les tissus de 

l’oreille interne est par contre plus délicate étant donné le faible volume des 

échantillons. Cependant, une estimation est possible pour les 

aminoglycosides438,500-506 comme pour le cisplatine161,507. Nous pourrions ensuite 

mettre en évidence l’ototoxicité précoce par génération de radicaux libres in 

vitro127,128,232,508-510 et in vivo511,512. 

Par ailleurs, plusieurs gènes peuvent être impliqués dans la résistance de la souris 

à l’agression : gènes codant pour des enzymes antioxydantes513, des 

neurotrophines216, ou des protéines du cytosquelette116. L’étude de l’ototoxicité chez 

des souris mutantes pour ces gènes permettrait de démontrer la participation de 

chaque protéine dans les défenses cellulaires contre les médicaments ototoxiques. 

Chez l’être humain, il existe un polymorphisme génétique et certains génotypes sont 
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susceptibles de développer une ototoxicité et de précipiter son évolution, que ce soit 

pour les aminoglycosides514,515 ou pour le cisplatine516-518. L’étude de ces génotypes 

permettrait de mieux dessiner les traitements en fonction de chaque patient. Une 

prise en charge adaptée au polymorphisme génétique est déjà possible pour les 

pathologies cancéreuses519-522, cardiovasculaires523,524 et métaboliques. Par 

exemple pour le cas dans cancers de la tête et du cou, une chimiothérapie 

alternative au cisplatine pourrait être proposée aux patients qui auraient une 

prédisposition à l’ototoxicité du cisplatine525-527. 

 

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons utilisé un modèle de surdité 

neurosensorielle chez le cobaye adulte par administration de gentamicine 

intracochléaire. Nous avons tout d’abord confirmé ce modèle de surdité 

neurosensorielle induite par un aminoglycoside chez le cobaye. Nous avons ensuite 

confirmé qu’il était possible d’administrer une molécule en perfusion continue dans 

la cochlée du cobaye. Nous avons administré de la périlymphe artificielle comme 

contrôle négatif et un mélange de neurotrophines (BNDF et NT-3) et d’inhibiteur de 

caspase (z-VAD-fmk) comme contrôle positif, ces molécules ayant déjà démontré 

un effet protecteur auparavant139,209,211,484,528-531. Ce type d’étude permet d’évaluer 

les effets de molécules expérimentales dans l’oreille interne en les comparant à un 

contrôle négatif et à un contrôle positif. Une telle évaluation est très intéressante 

d’un point de vue clinique, parce que la perfusion de l’oreille interne est possible 

également chez l’être humain532-534. Par exemple, pour certaines formes de surdité 

neurosensorielle chez l’humain, l’administration locale de corticostéroïdes535-540 ou 

d’anticorps dirigé contre le TNFα541 a déjà démontré une efficacité. Cette voie 

d’administration est également utilisée dans certains cas de maladie de 

Ménière542,543. L’adaptation de notre modèle animal à l’être humain est donc 

possible, moyennant une évaluation du timing d’administration, et du dosage en 

fonction de la concentration finale de la molécule administrée dans l’oreille 

interne544. Bien entendu, le mode de dégénérescence des neurones du ganglion 

spiral chez l’humain est très différent de ce qui est décrit chez l’animal143,144, et nos 

expériences ne sont qu’un modèle tentant de reproduire un phénomène complexe. 

La première molécule expérimentale que nous avons testée chez le cobaye adulte 

est la bryostatine 1, un activateur de PKC dont les effets neuroprotecteurs avaient 

été démontrés in vitro322. Dans notre étude, la bryostatine 1 a un effet protecteur sur 

les neurones du ganglion spiral des cobayes adultes après lésion des cellules 

ciliées par un aminoglycoside. Nous avons choisi une dose faible et une 
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administration prolongée en raison de la nature biphasique des activateurs de 

PKC462,463. La PKC activée lie la membrane cellulaire, contrairement à la PCK non 

activée, cytosolique. Une fois liée à la membrane, la PKC est rapidement et 

préférentiellement dégradée. Ainsi, si la concentration cochléaire de bryostatine 1 

est trop élevée, elle régule négativement la PKC et son effet devient l’inverse de 

celui attendu. Nous avons utilisé une concentration similaire à celle utilisée in 

vitro322. Cet effet biphasique sera important à prendre en compte lorsque nous 

évaluerons les doses à administrer en étude clinique. L’inhibition de PKC est 

actuellement uniquement préventive de la mort neuronale au niveau du ganglion 

spiral, mais une adaptation du dosage et du mode d’administration pourraient 

démontrer également un effet positif sur les neurites, comme cela a été démontré in 

vitro322. A terme, nous pourrions intégrer la bryostatine 1 comme protecteur 

neuronal dans une stratégie de prise en charge de la surdité en l’associant à 

d’autres techniques de type pharmacologique, physique et de réadaptation. En 

effet, la préservation des neurones du ganglion spiral permet d’améliorer les gains 

de l’appareillage auditif cochléaire528,545-547 ou conventionnel548. 

A ce jour cependant, la démonstration formelle d’un tel gain chez l’humain porteur 

d’un implant cochléaire reste difficile à démontrer549,550. Agir à plusieurs niveaux est 

donc particulièrement important. La voie Rho/ROCK est impliquée dans 

l’organisation, le développement et l’involution du système nerveux central340-

342,356,357. Elle interagit avec les neurotrophines10,383 et joue également un rôle 

essentiel dans l’organe de Corti345,346. Bien qu’elle n’ait jamais été étudiée dans un 

but d’otoprotection, elle semble une cible idéale. Notre étude a démontré l’effet 

protecteur de l’inhibition de la voie Rho/ROCK sur la densité neuronale du ganglion 

spiral tant in vitro qu’in vivo après lésion par un aminoglycoside. Ces résultats 

concordent avec l’action anti-apoptotique de l’inhibition de la voie Rho/ROCK 

observée dans des cultures de neurones hippocampiques366, de neurones du 

ganglion rétinien385-387, ou de précurseurs neuronaux388,389. Par contre, nous n’avons 

pas démontré d’effet protecteur sur les prolongements neuronaux ni sur les cellules 

ciliées de l’organe de Corti. Une protection neuritique existe pourtant in vitro et avait 

été démontrée dans la moelle épinière358-361 ou le nerf optique362-365. La posologie 

d’administration de notre inhibiteur Y-27632 n’était probablement pas appropriée. 

Les lésions neuritiques sont beaucoup plus précoces476 que les lésions 

neuronales472,474 dans le modèle d’ototoxicité induite par un aminoglycoside et il est 

possible que l’imprégnation en Y-27632 que nous avons obtenue ne soit pas encore 

suffisante à ce moment pour être efficace. Des expériences complémentaires 
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seraient nécessaires in vivo et in vitro afin de déterminer les mécanismes exacts 

impliqué dans la protection neuronale conférée par le Y-27632. 

Par ailleurs, une exploration électrophysiologique manque à nos deux études. La 

bryostatine 1 et le Y-27632 permettent de maintenir la densité neuronale du 

ganglion spiral, mais nous n’avons pas démontré que cette protection était 

fonctionnelle. Bien entendu, il est peu probable que protéger uniquement le 

ganglion spiral soit suffisant pour maintenir une audition fonctionnelle (en raison de 

l’absence de cellules ciliées et de connexions neuritiques). Néanmoins, la mesure 

de potentiels évoqués du tronc cérébral, qui n’a pas été réalisée de manière 

systématique pour des raisons techniques (présence d’une surdité de transmission) 

serait intéressante. Cette étude est indispensable dans le cas de l’inhibition de la 

voie Rho/ROCK étant donné son rôle dans l’organe de Corti345,346. L’enregistrement 

des otoémissions acoustiques ou des produits de distorsion des otoémissions 

permettrait de contrôler la fonction de ces cellules ciliées externes après perfusion 

d’un inhibiteur de ROCK. 

Enfin, nous pourrions intégrer l’inhibition de la voie Rho/ROCK, l’activation de la 

PKC et le support neurotrophique dans une stratégie générale de protection des 

neurones du ganglion spiral. Il existe des interactions entre la voie Rho/ROCK et 

l’action des neurotrophines10. Une association de neurotrophines avec le Y-27632 et 

la bryostatine 1 pourrait à la fois prolonger l’effet des neurotrophines, potentialiser 

celui du Y-27632 et agir en synergie avec la bryostatine 1. L’ensemble des voies 

potentiellement impliquées est illustré sur la figure 26. 

En conclusion, après avoir validé un modèle d’ototoxicité chez le cobaye, nous 

avons étudié de nouvelles molécules potentiellement otoprotectrices. L’effet 

protecteur est actuellement limité au ganglion spiral. La protection du ganglion spiral 

est un facteur essentiel à l’implantation prothétique d’un patient sourd545,547,551. Ces 

nouvelles molécules pourraient être intégrées dans une prise en charge associant 

facteurs pharmacologiques, prothèses auditives et réadaptation pluri-disciplinaire545-

548. 
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Figure 26 : voies de signalisation intracellulaires dans les neurones du ganglion spiral. 
Les neurotrophines BDNF et NT-3 lient leur récepteur TrkB et TrkC et induisent sa 
phosphorylation, ce qui active les voies PI3K et MEK/ERK par l’intermédiaire de Ras1. 
L’activation de ces voies aboutit à une signalisation intra-cellulaire pro-survie et au recrutement de 
Rac, un antagoniste de Rho2. Rac favorise la croissance neuritique via l’activation de PAK (p21-
activated kinase)3,4. La bryostatine 1 est un activateur de la PKC dont les cibles comprennent 
également PI3K et MEK/ERK, participant à la signalisation pro-survie6. Le Y-27632 inhibe la voie 
Rho/ROCK. ROCK est un activateur des LIMK (Lin11, Isl1 & Mec3 kinases) et de la MLC-P 
(myosin light chain phosphorylée), limitant la croissance neuritique7-9. La voie Rho/ROCK joue un 
rôle antagoniste des neurotrophines10 et est impliquée dans la signalisation pro-apoptotique en 
activant les voies JNK et p38MAPK11. 
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