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Résumé

Les acouphénes, perception d’un son en 1’absence de stimulation sonore extérieure,
affectent fortement la qualité de vie des personnes qui en souffrent. Hélas, aucun traitement
n’existe & I’heure actuelle pour traiter les acouphénes. Des études ont montré que la
présence d’acouphénes pourrait entrainer une plasticité au niveau des structures nerveuses
centrales et des comportements de type anxieux. Nous nous sommes donc intéressés aux
altérations moléculaires pouvant caractériser une augmentation de la plasticité synaptique et
aux liens existants entre acouphénes et anxiété. En utilisant le modele d’acouphénes induits
par le salicylate chez la souris, nos résultats suggerent une tendance a la baisse de I’activité
dans les structures nerveuses et de la transcription au niveau des structures auditives
centrales. Cette baisse est caractérisée par une diminution de I’expression de molécules de
signalisation intracellulaire (MAPK-ERK et PI(3)K-AKT) et des niveaux d’expression de
I’ARNm des NMDAR, tous marqueurs de plasticité synaptique. Nos résultats démontrent
que la survenue d’acouphénes induits par le salicylate chez la souris provoque des
comportements de type anxieux qui pourraient étre régulés par le systéme sérotoninergique.
Nos résultats semblent confirmer 1’origine périphérique plutét que centrale des acouphénes,
tout en montrant que ces altérations périphériques s’accompagnent d’effets centraux et sont
prometteurs pour le développement de stratégies thérapeutiques visant a soigner les

acouphénes.
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION



Le tintement des oreilles est un fymptome dont les caufes sont difficiles
a expliquer. (Du Vemnay, 1683, p192)

Trois siecles se sont écoulés depuis cette remarque du médecin frangais Du Verney
(Du Vemey, 1683) et I’origine exacte des acouphénes demeure pourtant toujours aussi
mystérieuse de nos jours. Les acouphénes sont définis comme la perception d’un son en
’absence de toute stimulation acoustique provenant de I’environnement. Ils peuvent entre
autres se traduire par des sensations de bourdonnements, de sifflements, de tintements ou
de grondements dans 1’oreille qui peuvent étre stables ou fluctuants en amplitude,
constants, intermittents ou occasionnels. Le terme « acouphénes» regroupe deux
phénomenes trés différents, soit les acouphénes « objectifs» et les acouphénes
« subjectifs ». Les acouphénes dits objectifs sont des sons qui peuvent étre mesurés et
per¢us par un observateur externe. Ils peuvent étre de source articulaire (dysfonction
mécanique de la mandibule), musculaire (spasme facial ou tympanique) ou encore
circulatoire. Dans ces cas, la résolution du probléme par chirurgie s’avére souvent une
réussite. Les acouphénes dits subjectifs représentent la vaste majorité des cas recensés. lls
correspondent a la définition établie des acouphénes, soit un son audible uniquement par la
personne qui en est affectée. L’étiologie des acouphénes subjectifs est plus complexe et en
grande partie inconnue. Aucun traitement efficace n’est disponible a I’heure actuelle
(Eggermont and Roberts, 2004; Guitton, 2006; Eggermont, 2007). Seuls les acouphénes

subjectifs seront abordés dans cette étude.

Avant de présenter les objectifs de ce mémoire, nous allons faire un rapide survol de
I’état des connaissances sur les acouphénes. Dans un premier temps, les causes principales
d’acouphénes seront présentées. Ensuite, une revue des différentes tentatives de traitement
pharmacologique des acouphénes sera faite. Enfin, les principaux modéles animaux
d’acouphénes seront décrits afin de cerner leurs avantages, leurs inconvénients et ce que ces

différents modéeles ont apporté a notre compréhension des acouphénes.



1. Etiologie des acouphénes
1.1. Epidémiologie des acouphénes

Sous-estimés pendant des décennies, les acoupheénes affectent un nombre chaque
jour plus important de personnes et représentent désormais un probléme majeur en termes
de santé publique (Chung et al., 1984; Coles, 1984; Dieroff and Meissner, 1987; Schneider
et al., 1994; Nicolas-Puel et al., 2002; Ahmad and Seidman, 2004; Eggermont and Roberts,
2004; Nicolas-Puel et al., 2006; Eggermont, 2007; Muluk and Oguzturk, 2008). En effet,
dans les pays occidentaux, ils touchent une proportion importante de la population, soit
environ 10% de la population adulte (Chung et al., 1984; Dieroff and Meissner, 1987;
Nicolas-Puel et al., 2002; Eggermont and Roberts, 2004). Parmi ceux-ci, environ une
personne sur 10 souffre a un degré suffisant pour que les acouphénes interférent avec les
activités et occupations quotidiennes (Nicolas-Puel et al., 2003). L’intensité avec laquelle
sont pergus les acouphénes peut varier énormément d’une personne a l’autre. Si pour
certaines personnes les acouphénes ne sont qu’un désagrément, pour plusieurs d’entre elles,
ils représentent un véritable handicap, surtout lorsqu’ils sont permanents (Nicolas-Puel et
al.,, 2002). Ils peuvent donc fortement altérer la qualité de vie de ces demiers et ainsi
représenter une cause majeure de souffrance psychologique et d’isolement social (Halford
and Anderson, 1991; Nicolas-Puel et al., 2002; Job et al., 2004; Nondahl et al., 2007;
Muluk and Oguzturk, 2008). Un accroissement des symptomes reliés aux acouphénes
(anxiété, perception du stress, irritabilité) ainsi qu’une détérioration des relations sociales,
professionnelles ou familiales, sont fréquemment observés chez les personnes souffrant
d’acouphénes et leurs proches (Nicolas-Puel et al., 2002). Au Canada, plus de 360 000
personnes souffriraient d’une forme génante d’acouphéne et prés de la moitié d’entres elles
verraient leur qualité de vie sérieusement diminuée (Tinnitus Canadian Association,

http://www .kadis.com/ta/tinnitus.htm). Hélas, aucun traitement efficace n’est actuellement

disponible pour soigner les acouphénes (Eggermont and Roberts, 2004; Guitton, 2006;
Eggermont, 2007; Golberg and Guitton, 2009). Cette situation est principalement la

conséquence du manque actuel de connaissances sur les mécanismes physiopathologiques a


http://www.kadis.com/ta/tinnitus.htm
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la base des acouphénes (Pujol and Puel, 1999; Puel et al., 2002; Eggermont and Roberts,
2004; Guitton, 2006; Eggermont, 2007).

1.2. Les causes principales des acouphénes

Les causes des acouphénes peuvent étre multiples : effets secondaires de certains
traitements pharmacologiques, problémes vasculaires, neurologiques ou infectieux,
atteintes de 1’os temporal, maladie de Méniére, etc. (Coles, 1983; Chung et al., 1984;
Nicolas-Puel et al., 2002; Nondahl et al., 2007). Cependant, la surexposition au bruit et le
vieillissement sont les deux facteurs qui se démarquent nettement comme étant les
principaux pourvoyeurs d’acouphénes chez ’homme (Chung et al., 1984; Dieroff and
Meissner, 1987; Nicolas-Puel et al., 2002, 2006; Nondahl et al., 2007, Muluk and
Oguzturk, 2008). Malheureusement, les sociétés occidentales doivent aujourd’hui faire face
a une augmentation drastique des niveaux de pollution sonore (bruits liés a I’environnement
urbain, aux activités professionnelles, récréatives — chasse, boites de nuit, iPod — ou

militaires) couplée a un vieillissement trés important de leurs populations.

Les acouphénes sont fréquemment associés a un certain niveau de surdité di a I’age
(presbyacousie) ou qui survient en cooccurrence avec la maladie de Ménicre (atteinte
cochléo-vestibulaire caractérisée par I’apparition concomitante d’acouphénes, de surdité et
de vertiges). Dans la plupart des cas, les acouphénes semblent associés a une perte auditive
située dans l’oreille interne au niveau de la cochlée (acouphénes « endocochléaires »)
(Figure 1). La cochlée est 1’organe neurosensoriel de 1’oreille contenant 1’organe de Corti
qui regroupe les cellules sensorielles (CCI et CCE) et les fibres nerveuses qui leur sont
connectées. Les acouphénes liés a des pathologies de |’oreille moyenne et a un déréglement
au niveau du nerf auditif (acouphénes « rétrocochléaires »), qui relie la cochlée aux voies
auditives centrales, sont moins fréquents. Finalement, une partie des acouphénes observés
en clinique sont d’origine inconnue (Coles, 1983; Chung et al., 1984; Nicolas-Puel et al.,
2002) (Figure 2). Au fil des années, de nombreux cliniciens ont également rapporté un
corrélat entre 1’apparition d’acouphénes et de hauts niveaux d’anxiété (Shea et al., 1981;

Shneider et al.,, 1994; Guitton, 2006; Belli et al., 2008). L’anxiété, trouble émotionnel



complexe (Bourin et al., 1998; Akirav et al., 2006), ne semble pas parvenir a générer des
acoupheénes a elle seule (Guitton et al., 2005). Toutefois, elle est connue pour potentialiser
fortement la perception de stimuli négatifs, c’est-a-dire que 1’anxiété crée des conditions
qui facilitent la perception subjective de stimuli préexistants (Nicolas-Puel et al., 2002;
Guitton et al., 2005; Guitton, 2006). Des acouphénes « latents », non pergus en raison d’un

filtrage du cerveau, pourraient donc étre démasqués suite a des niveaux élevés de stress.

Voies auditives centrales
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Figure 1. Anatomie de ’oreille humaine.

L’oreille humaine est composée de trois parties : I’oreille externe (E), ’oreille moyenne (M) et
I’oreille interne (I). La cochlée, organe neurosensoriel de I’oreille, se situe dans 1’oreille interne
et contient 1’organe de Corti. L’agrandissement de I’organe de Corti permet de distinguer les
cellules sensorielles de I’oreille, les cellules ciliées internes (CCI) et externes (CCE), ainsi que
les fibres nerveuses qui leur sont connectées. Le nerf auditif, composé des fibres nerveuses
connectées aux cellules ciliées, relie la cochlée aux voies auditives centrales. Schémas tirés et
adaptés de Promenade autour de la Cochlée (http://www.cochlee.org/).
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Figure 2. Acouphénes et localisation de la perte auditive.

Chaque portion du secteur représente les acouphénes associés a une perte
auditive endocochléaire (81,3%), une pathologie de [’oreille moyenne
(4,88%), une perte auditive rétrocochléaire (2,44%) ou une éthologie
inconnue (11,38%). Notez la large incidence des acouphénes associés a la
perte auditive endocochléaire. Le nombre de patients est représenté par n
(total de 123 patients). Figure tirée de (Nicolas-Puel et al., 2002).

Les causes a 1’origine des acouphénes semblent donc reliées autant au systéme
auditif périphérique qu’au systéme auditif central. Cette constatation est d’ailleurs au coeur

d’un débat concernant le site de génération des acouphénes.
1.3. Hypothése centrale et hypothése périphérique
Un des débats classiques dans le domaine des acouphénes concerne le site de

génération des acouphénes. Afin de simplifier la problématique, deux hypothéses

principales ont émergé de ce débat: ’hypothése de 1’origine centrale des acouphénes et



celle de l'origine périphérique. Le terme « central » fait ici référence aux structures
nerveuses cérébrales, qu’elles soient corticales ou sous-corticales, et plus spécifiquement
aux voies auditives centrales dans le cas des acouphénes, alors que le terme
« périphérique » référe a I’organe neurosensoriel et aux fibres nerveuses qui y émergent,

plus précisément la cochlée et le nerf auditif pour le systéme auditif (Figure 1).

1.3.1. Hypothése de I’origine centrale

L’hypothése de I’origine centrale suggere que 1’acouphéne proviendrait d’un
dysfonctionnement du systéme nerveux central, par exemple dans le systeme auditif ou
dans le systéme limbique. Les acouphénes seraient donc assimilables & une maladie

neurologique, voire psychiatrique.

Un des éléments les plus forts en faveur de 1’origine centrale des acouphénes est
I’existence de liens étroits avec 1’anxiété. En effet, les cliniciens relatent souvent
I’apparition d’acouphénes chez un patient suite a une période d’anxiété (Nicolas-Puel et al.,
2002). 1l a été démontré chez 1’animal que ’anxiété seule n’induit pas d’acouphénes, mais
peut accroitre la perception d’acouphénes déja présents (Guitton et al., 2005). Cet effet de
I’anxiété sur la perception des acouphénes peut étre extrapolé a des situations ou des
acoupheénes encore non pergus, filtrés par le cerveau, pourraient étre démasqués suite a des
hauts niveaux d’anxiété (Nicolas-Puel et al., 2002; Guitton et al., 2005; Guitton, 2006).
L’anxiété viendrait ainsi diminuer le niveau de tolérance aux acouphénes. Une base

moléculaire manque toutefois a cette hypothése.

L’hypothése centrale est également supportée par des observations expérimentales.
Ainsi, dans certains cas, la perception des acouphénes persiste, méme lorsque les signaux
provenant de ’oreille sont éliminés par le sectionnement du nerf auditif (Dandy, 1941,
Silverstein, 1976; House and Brackman, 1981). Cela suggere que le maintien a long terme
des acouphénes ferait probablement intervenir les voies auditives centrales (Figure 3).
D’autre part, des agents pharmacologiques induisant des acouphénes peuvent avoir des

effets directs sur le systéme auditif central. Les aspects centraux reliés au salicylate, agent



anti-inflammatoire non stéroidien induisant des acouphénes, seront discutés a la sous-
section 3.2.4. Finalement, des études d’imagerie cérébrale chez I’homme ont confirmé
I’implication des structures centrales dans la perception des acouphénes et signalent des
changements d’activation accompagnant les acouphénes non seulement dans le colliculus
inférieur (Melcher et al., 2000) et le cortex auditif (Giraud et al.,, 1999; Lockwood et al.,
2001), mais également dans les structures limbiques associées aux émotions (Mirz et al.,
2000). En effet, en plus d’étre traitée par la voie auditive primaire, I’information auditive
chemine via les voies auditives non primaires (Figure 3) qui participent a ’attribution des
niveaux de priorité entre les différents types d’information associée au signal auditif recu,

de concert avec les centres de 1’éveil et les systemes de motivation (Figure 4).



Voie auditive primaire Voies auditives non primaires

Figure 3. Représentation schématique des voies auditives centrales primaires
et non primaires chez ’homme.

Les principaux relais effectués dans les différents étages du systéme nerveux
central par les neurones de la voie auditive primaire et des voies auditives non
primaires sont montrés sur cette représentation schématique des voies auditives.
Schéma tiré de Promenade autour de la Cochlée (http://www.cochlee.org/).
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. Intégration comportementale de l'information auditive ;
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Figure 4 : Intégration de ’information auditive dans un contexte multisensoriel.

La voie auditive primaire (en rouge) assure un traitement complet des informations auditives
alors que les voies auditives non primaires (en vert), qui se situent en paralléle, permettent la
convergence des informations en provenance des autres modalités sensorielles. Schéma tiré
de Promenade autour de la Cochlée (http://www.cochlee.org/).

1.3.2. Hypothése de 1’origine périphérique

L’hypothé¢se de I’origine périphérique stipule quant a elle que 1’acouphéne
proviendrait d’un dysfonctionnement du systéme auditif périphérique. 11 prendrait son
origine dans la cochlée ou le nerf auditif. Les informations aberrantes seraient par la suite
propagées le long des voies auditives. Les acouphénes reléveraient alors de 1’oto-rhino-

laryngologie.
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Plusieurs arguments sont en faveur d’un site de génération des acouphénes au
niveau du systéme auditif périphérique. Les études cliniques représentent un premier
élément en faveur de cette hypothése. Dans la majorité des cas recensés, les acouphénes
apparaissent conjointement a d’autres symptomes auditifs tels qu'une perte auditive et des
problémes vestibulaires, ce qui est fortement en faveur de I’hypothése d’une dysfonction
des structures de 1’oreille interne (Guitton, 2006). Une étude sur les aspects étiologiques
des acouphénes dans une large cohorte de patients résume d’ailleurs clairement cette
situation observée en clinique, c’est-a-dire que la plupart des acouphénes reflétent
directement un probléme cochléaire (Nicolas-Puel et al., 2002). Ainsi, dans la plupart des
cas recensés en clinique, les acouphénes proviennent d’un probléme situé dans le systéme
auditif périphérique, soit dans la cochlée elle-méme ou le nerf auditif, plutdét que d’un

dysfonctionnement des structures centrales.

Le deuxiéme argument provient des études utilisant le salicylate. En effet, les tests
de comportement couplés aux enregistrements électrophysiologiques ont apporté plusieurs
résultats en faveur d’une origine périphérique des acouphénes. Ces études ont montré que
les acouphénes induits par le salicylate sont associés a 1’abolition des produits de distorsion
acoustique (McFadden and Plattsmier, 1984; Long and Tubis, 1988; Guitton et al., 2003),
ce qui confirme que la perte auditive associée aux acouphénes est attribuable a une action
sur les CCE (Zheng et al., 2000; Olivier et al., 2001; Zhang et al., 2001). De plus, les
acouphénes induits par le salicylate ont été associés a une élévation de 1’activité spontance
du nerf auditif (Evans et al., 1981; Evans and Borerwe, 1982; Stypulkowski, 1990) et & un
changement du spectre moyen de 1’activité cochléoneurale (Schreiner and Snyder, 1987;
Martin et al., 1993; Chen and Jastreboff, 1995; Cazals et al., 1998). Finalement, certains
acouphénes peuvent étre totalement bloqués par I’application d’un antagoniste des
NMDAR dans les fluides cochléaires (Guitton et al., 2003; Guitton and Puel, 2004). Cette
découverte a également été appuyée par des études électrophysiologiques sur des cultures
de neurones auditifs primaires qui ont montré que le salicylate peut agir spécifiquement, de
maniére dose-dépendante, sur les NMDAR localisés sur ces neurones (Peng et al., 2003).

Bien que I'implication des NMDAR cochléaires ne puisse étre généralisée pour le moment,
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les résultats présentés confirment que, dans une certaine mesure, 1’origine des acouphénes

est liée a un dysfonctionnement au niveau du systéme auditif périphérique.
1.3.3. Vers une intégration des deux hypothéses

De nos jours, un consensus semble émerger en faveur d’une origine périphérique
des acouphénes (Puel, 1995; Cazals et al., 1998; Oestreicher et al., 1999; Kaltenbach et al.,
2002; Oestreicher, 2002; Guitton et al., 2003; Guitton and Puel, 2004). Cependant, il n’est
pas exclu que des structures cérébrales soient impliquées dans la physiopathologie des
acouphénes. En effet, les structures auditives centrales sont évidemment nécessaires a la
perception des acouphénes et pourraient étre impliquées dans le maintien a long terme des
acouphénes (Eggermont and Roberts, 2004). De plus, le blocage des acouphénes par des
antagonistes des NMDAR appliqués dans la cochlée n’est efficace que dans les premiers
jours aprés le traumatisme (Guitton and Dudai, 2007). Il semble donc que la perception des
acoupheénes générée par une activité anormale dans le systéme auditif périphérique pourrait

étre amplifiée via des processus attentionnels et émotionnels centraux (Jastreboff, 1999).

Les deux hypothéses présentées ont conduit au développement de plusieurs
stratégies de prise en charge pharmacologique des acouphénes. Hélas, aucun de ces moyens
ne s’est, jusqu’a maintenant, montré réellement efficace. Nous allons cependant décrire ces
différentes stratégies dans les prochains paragraphes, afin de bien comprendre les enjeux
inhérents au développement de nouvelles solutions pharmacologiques pour lutter contre les

acouphénes.

2. Les tentatives de traitement pharmacologique des acouphénes

A cause du manque de connaissance sur la physiopathologie exacte des acouphénes
et les mécanismes biologiques les sous-tendant, les stratégies de prises en charge
pharmacologique des patients acouphéniques ont hélas essentiellement été guidées par
I’empirisme. Bien qu’aucune approche ne se soit montrée réellement efficace a ce jour pour

traiter les acouphénes, plusieurs molécules pharmacologiques ont fait 1’objet d’essais
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cliniques (Dobie, 1999; Goldberg and Guitton, 2009) dont certaines présentent tout de
méme des voies pharmacologiques prometteuses pour soulager les personnes souffrant

d’acouphenes (Dobie, 1999; Goldberg and Guitton, 2009).

2.1. Anesthésiques locaux et antiarythmiques

Dans la catégorie des anesthésiques locaux et antiarythmiques, la lidocaine, la
ropivacaine, la procaine, la flécainide et le méxilétine ont été utilisés lors d’essais de
traitement. Aucun d’entre eux ne s’est révélé un traitement valable pour I’acouphéne
(Dobie, 1999; Lockwood et al., 2002). Dans le cas de la lidocaine, des améliorations a court
terme ont été observées par perfusion IV mais les effets secondaires, tels que I’arythmie
cardiaque et I’excitation du systéme nerveux central, étaient assez considérables pour que
son usage soit limité alors que pour la flécaine et le mexilétine, ils étaient si importants que

pres de la moitié des participants ont abandonné ces études (Lockwood et al., 2002).

2.2. Anticonvulsivants

Plusieurs médicaments anticonvulsivants ont été étudiés pour leur efficacité
éventuelle contre les acouphénes, bien qu’il y ait un manque flagrant d’études cliniques
contrdlées. Les benzodiazépines sont des agonistes des récepteurs GABA, et le GABA est
un neurotransmetteur inhibiteur présent en périphérie et au niveau central de la voie
auditive. Ils sont donc susceptibles de réduire I’hyperactivité neuronale liée a I’acouphéne
(Goldstein and Shulman, 2003). La plupart des benzodiazépines utilisées comme le
clonazépam, le diazépam, le flurazépam, 1’oxazépam et le bromazépam (Dobie, 1999) ont
entrainé des effets symptomatologiques. Toutefois, 1’alprazolam est la molécule dont les
effets sont les plus clairs (Johnson et al., 1993) et aucune tolérance pharmacologique n’a été
observée (Vernon and Meikle, 2003). Par contre, méme si les benzodiazépines s’avéraient
efficaces dans le soulagement des acouphénes, les désavantages de leur utilisation
comprennent des effets secondaires importants dont la sédation (Darlington and Smith,
2007).
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La gabapentine est un autre anticonvulsivant qui a été étudié en rapport avec les
acouphénes (Goldstein and Shulman, 2003). Elle s’est avérée efficace dans le cas
d’acouphénes induits par traumatisme sonore chez certains patients dans une étude clinique
contrélée (Bauer and Brozoski, 2006) et dans une étude animale chez le rat (Bauer and
Brozoski, 2001). La gabapentine pourrait donc avoir une certaine efficacité pour traiter les
acoupheénes induits par un traumatisme sonore, mais le nombre d’études contrdlées n’est

pas suffisant pour le prouver (Bauer and Brozoski, 2007; Dinces, 2008).

Certains anticonvulsivants sont des inhibiteurs des canaux sodiques dépendants du
voltage et, en partant de I’hypothése que les acouphénes seraient causés par une
hyperactivité neuronale, représentent une cible intéressante pour le traitement des
acouphénes. La carbamazépine est celle qui a fait 1’objet du plus grand nombre de
recherches. Toutefois, peu d’études sont concluantes quant a [I’efficacité de la
carbamazépine chez ’humain. Les résultats d’une étude chez ’animal suggérent que cette
molécule protégerait contre I’apparition de symptomes d’acouphénes induits par 1’acide

salicylique (Zheng et al., 2008).

2.3. Antispasmodiques

Une étude récente a révélé que les acouphénes induits par le salicylate chez le rat
sont associés a une régulation négative des récepteurs GABAg dans les noyaux cochléaires
dorsaux et ventraux (Darlington and Smith, 2007). Le bacloféne, un agoniste des récepteurs
GABAGg, a été utilisé pour traiter les acouphénes, mais avec peu de succes et des effets
secondaires considérables (Simpson and Davies, 1999). Chez le rat, une administration de
L-bacloféne semble montrer une efficacité pour réduire les signes d’hyperactivité dans le
colliculus inférieur alors que le D-bacloféne n’a aucun effet (Szczepaniak and Moller,
1995). Les essais cliniques chez I’homme se sont avérés peu concluants jusqu’a maintenant

(Westerberg et al., 1996).
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2.4. Antidépresseurs

La comorbidité des acouphénes et de la dépression est rapportée dans la littérature
(Shea et al., 1981; Langguth et al., 2007; Robinson et al., 2007; Belli et al., 2008). Les
antidépresseurs pourraient donc s’avérer des outils intéressants pour traiter les acouphénes,
en méme temps que la dépression. Bien que 1’acouphéne fasse partie des effets secondaires
possibles de certains antidépresseurs, des études ont rapporté une amélioration de 1’état de
certains patients dépressifs souffrant d’acouphéne lors de la prise d’antidépresseurs (Folmer
and Shi, 2004). Par contre, le traitement de 1’acouphéne par les antidépresseurs semble
inefficace chez les patients non dépressifs (Shea et al., 1981; Robinson et al., 2005). Les
récepteurs sérotoninergiques font partie des candidats suspectés d’étre impliqués dans la
modulation des processus sensoriels du cortex auditif primaire. Selon une hypothése,
I'inhibition de la recapture de la sérotonine inhiberait la transmission des signaux
acouphéniques (Shea et al.,, 1981). Parmi les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la
sérotonine les plus étudiées, mentionnons la fluoxétine et la paroxétine. Le traitement de la
dépression et de 1’anxiété pourrait également avoir un effet indirect sur la perception des
acouphénes (Robinson et al.,, 2007). Les antidépresseurs tricycliques ont également été
étudiés aupres de multiples populations, dépressives et sans symptome de dépression, mais
les quelques études contrdlées et randomisées n’ont pas trouvé de diminution significative
des acouphénes par rapport au groupe placebo (Dobie, 1999). D’autres études sont donc
nécessaires pour pouvoir recommander les antidépresseurs comme traitement pour les

acoupheénes (Baldo et al., 2006; Robinson et al., 2007).

2.5. Corticostéroides et aminosides

La vaste majorité des médicaments administrés par voie orale ou parentérale ne
pouvant atteindre la cochlée, certains agents pharmacologiques comme les stéroides et les
aminosides ont été appliqués localement par voie intratympanique (Dodson and Sismanis,
2004). Des récepteurs stéroidiens seraient présents dans les os temporaux et une
augmentation du flot sanguin causée par les corticostéroides permettrait une diminution des

symptomes d’acouphéne dans les cas de maladie de Méniére (Dodson and Sismanis, 2004).
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La dexaméthasome et la méthylprednisolone ont donné des résultats partagés, mais ils
seraient plus efficaces dans les cas de maladie de Méniére avec surdité aux basses
fréquences de type fluctuant (Dodson and Sismanis, 2004). Dans les cas avancés de
maladie de Méniére, I'utilisation de molécules ototoxiques telles que les antibiotiques
aminoglycosides, en particulier la gentamicine, peuvent s’avérer utiles en détruisant les
cellules sensorielles de la cochlée (Dodson and Sismanis, 2004). Cependant, ce traitement

ne garantit pas une disparition des acouphénes, qui peuvent au contraire étre exacerbés.

2.6. Prostaglandines : PGE1 (ou vasodilatateurs)

Les vasodilatateurs ont fait partie de la liste de candidats potentiels pour soulager les
symptomes d’acouphéne dans les cas de maladie de Méniere, mais des études récentes
n’ont pu confirmer leur efficacité (Simpson and Davies, 1999). Administré par voie orale,
le misoprostol, un analogue synthétique de la prostaglandine E1 stimulant la vasodilation,
peut se révéler utile dans les cas d’acouphénes associés au syndrome de Méniere (Dinces,
2008). Les études cliniques effectuées avec cette molécule ont cependant indiqué des

bénéfices limités (Simpson and Davies, 1999; Yilmaz et al., 2004).

2.7. Inhibiteurs de la HMG-CoA réductase

Les inhibiteurs de 1’enzyme HMG-CoA réductase sont suspectés d’avoir une action
bénéfique sur le systéme auditif par ’intermédiaire d’une réduction de la présence de
lipoprotéines de basse densité dans les vaisseaux sanguins. Une présence excessive de
cholestérol pourrait nuire a la microcirculation cochléaire, augmenter la rigidité des
membranes et diminuer la motilité des cellules ciliées (Olzowy et al., 2007). L’atorvastatine
a ¢été utilisée lors d’un essai clinique contr6lé et randomisé avec placebo sur la
presbyacousie et les symptomes d’acoupheénes associés ont été mesurés (Olzowy et al.,
2007). Le niveau de déficience auditive n’a pas subi de changement suite a la prise
d’atorvastatine par voie orale et une tendance non statistiquement significative vers une

diminution de I’acouphéne a été observée (Olzowy et al., 2007).
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2.8. Médecines alternatives et complémentaires (produits naturels)

La médecine alternative et complémentaire regroupe des systémes de soins de santé
et de soins médicaux, de pratiques et de produits ne faisant pas partie de la médecine dite
« conventionnelle » tels que des vitamines, des minéraux, des antioxydants et des herbes
(Goldberg and Guitton, 2009). Ces produits ont €été¢ employés dans le passé, et le sont
encore aujourd’hui, pour tenter de soulager les patients atteints d’acouphenes. Toutefois, ils
n’ont aucun effet concluant pour traiter les acouphenes. De plus, la prudence est de mise
dans 1'usage de ces produits, qui malgré les croyances populaires, peuvent étre toxiques

lorsque mal employés.

2.8.1. Vitamines, minéraux et antioxydants

Les vitamines A, B1, B3, B6, B9, B12, C, E ainsi que le magnésium, le calcium, le
potassium, le manganése, le sélénium et le zinc sont des traitements empiriques de
I’acouphéne parfois utilisés. Les bénéfices de leur emploi chez des personnes souffrant
d’acouphénes s’alimentant convenablement sont négligeables et leur efficacité n’a pas été
démontrée lors d’essais controlés et randomisés (Enrico et al, 2007). L’usage
d’antioxydants, tel que la coenzyme Qo, est plus rationnel car il s’appuie sur I’implication
des effets oxydatifs dans les lésions ototoxiques causées par les agents antibactériens et les
agents chimiothérapeutiques de type platine, comme le cisplatine (Enrico et al., 2007).
Encore une fois, il n’y a aucun résultat concluant concernant I’efficacité des antioxydants

dans le traitement de 1’acouphéne (Khan et al., 2007).

2.8.2. Ginkgo biloba et autres composés végétaux

Le Ginkgo biloba contient deux types de principes actifs particuliers, les glycosides
flavonoides et des lactones terpénes, qui sont responsables de nombreux effets biologiques
tels que linteraction avec plusieurs neurotransmetteurs et [’amélioration de la
microcirculation (via I’inhibition de la fonction d’activation plaquettaire). Cette plante a

également été proposée comme traitement pour plusieurs pathologies du systéme nerveux
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dont les acouphénes. L’efficacité reste une fois de plus a confirmer au moyen d’essais

cliniques rigoureux (Lockwood et al., 2002; Enrico et al., 2007).
2.8.3. Toxine botulique

L’application de toxique botulique par injection locale autour de 1’oreille a été
suggérée dans une étude récente pour traiter les acouphénes d’origine somatique (Lainez
and Piera, 2007), mais les résultats sont ambigus. En effet, les auteurs révélent une
amélioration en ce qui concerne les acouphénes sans mentionner ce qui se produit au niveau
de I’audition. Dans le cas des acouphénes, c’est plutdt son réle d’inhibiteur du glutamate
qui serait intéressant. Cependant, la prudence est de mise pour I'utilisation de cette
molécule puisqu’elle peut entrainer des effets secondaires comme des difficultés de
déglutition, des troubles de la parole et respiratoires, une faiblesse généralisée, une parésie

des muscles respiratoires, voire méme une atteinte des nerfs craniens.
2.9. Approches non pharmacologiques

Il existe une panoplie de traitements dits « comportementaux » qui visent a
apprendre aux patients a tolérer ou a mieux maitriser leurs acouphénes. Ces approches
tentent de limiter les effets indésirables sans toutefois soigner les acouphénes. De plus, leur
¢valuation est ardue puisqu’il faut s’assurer que les acouphénes traités et les outils de

mesure utilisés sont comparables d’une étude a 1’autre.

Le masquage et les thérapies de réentrainement (retraining) sont les deux pratiques
les plus répandues. Le masquage implique le port d’une orthése auditive produisant un bruit
masquant la fréquence de I’acouphéne. Cette approche peut permettre d’annuler les
acouphenes une fois I’orthése enlevée, mais les effets ne persistent pas a long terme et il
peut méme se produire une aggravation des symptomes dans certains cas (Dinces, 2008).
Les thérapies de réentrainement tentent plutoét d’habituer le patient a faire fi d’un signal
acouphénique. A ce jour, 1’efficacité de cette technique n’a pas été prouvée a long terme

(Golberg and Guitton, 2009). Le biorétrocontréle et la réduction de stress, la thérapie
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cognitive comportementale, les stimulations électriques, 1’acupuncture, la stimulation
répétitive transcranienne, 1’'usage d’ultrasons, I’hypnose et la psychothérapie sont autant de
techniques dites « alternatives » dont 1’efficacité n’a encore une fois pu étre établie lors
d’essais cliniques contrdlés et randomisés (Dobie, 1999; Vernon and Meikle, 2003). 11 est
également important de garder en téte que 1’acouphéne est un symptéme chronique qui
nécessite une solution permanente. Il faut donc étre prudent face a certains traitements qui

se révelent efficaces sur quelques semaines, mais qui ne le sont plus aprés plusieurs mois.

Malgré les avancées dans la compréhension des bases neurophysiologiques des
acouphénes, le progrés dans le développement de traitements pharmacologiques demeure
faible (Eggermont and Roberts, 2004; Baguley, 2006). Comparativement a d’autres
désordres neurologiques, peu d’essais cliniques controlés et randomisés ont été effectués, et
ce méme pour des agents pharmacologiques couramment utilisés pour traiter les
acouphénes (par exemple la carbamazépine et la gabapentine). Des études sur de nouveaux
agents pharmacologiques potentiels tels que la mémantine émergent, mais encore une fois

de fagon tres lente (Simpson and Davies, 1999; Smith and Darlington, 2005).

Il ressort clairement que 1’absence de traitement efficace vient du manque de
connaissances solides sur les mécanismes biologiques exacts sous-tendant le
développement et le maintien des acouphénes a long terme. Les modeéles animaux
constituent une des premieres avancées majeures dans la compréhension de ces
mécanismes. Ainsi, nous allons tenter au cours des prochains paragraphes de faire un survol
le plus exhaustif possible des différents modéles animaux d’acouphénes qui ont été

développés au cours des derniéres décennies.

3. Les mode¢les expérimentaux d’acouphénes

Un des premiers défis de la recherche sur les acouphénes a été celui d’induire des
acouphénes chez I’animal. Les modeéles animaux se sont révélés un outil précieux afin de
comprendre les mécanismes biologiques a la base des acouphénes. Une fois les acouphénes

induits, un autre défi était de les mesurer. La solution résidait cette fois dans les méthodes
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de comportement (Jastreboff et al., 1988a, 1988b; Guitton et al., 2003; Guitton, 2004), dont
certaines seront présentées un peu plus loin dans cette partie. Tout d’abord, faisons un

survol des différents modeéles utilisés pour induire les acouphénes.

3.1. Les modéles d’acouphenes

3.1.1. Le salicylate

La plupart des connaissances sur les acouphenes proviennent de recherches basées
sur un modele unique et largement utilisé, celui des acouphénes induits par le salicylate
(Jastreboff et al., 1988a, 1988b; Jastreboff and Sasaki, 1994; Chen and Jastreboff, 1995;
Wallhidusser-Franke et al., 1996; Wallhdusser-Franke, 1997; Cazals et al., 1998; Bauer et
al., 1999; Cazals, 2000; Guitton et al., 2003; Peng et al., 2003; Wallhiusser-Franke et al.,
2003; Guitton and Puel, 2004; Malkhe and Wallhdusser-Franke, 2004; Guitton et al., 2005;
Wallhdusser-Franke et al., 2006; Guitton and Dudai, 2007; Liu et al., 2007, Puel and
Guitton, 2007; Yang et al., 2007; Ruel et al., 2008). Le salicylate est présenté en détails plus
loin dans ce chapitre, a la section 3.2. Tout d’abord, voici une présentation des autres
modeles utilisés pour induire des acouphénes chez 1’animal, la plupart étant considérés

comme anecdotiques en raison de leurs effets secondaires importants.

3.1.2. La quinine

Un premier modéle pharmacologique d’induction des acouphénes est celui utilisant
la quinine, un alcaloide naturel ayant des propriétés antipyrétique, antipaludique et
analgésique (Canadian Pharmacists Association, 2007). La quinine a d’abord été utilisée
pour la prévention du paludisme avant d’étre supplantée par des dérivés. Elle peut induire
des acouphénes chez I’homme comme chez ’animal (Jastreboff et al., 1991). Il a été
suggéré que la quinine induirait des acouphénes via un blocage des canaux potassiques
activés par le calcium et un élargissement des potentiels d’action des fibres du nerf auditif
(Puel et al., 1990; Lin et al., 1998). La quinine réduit également la fonction entrée-sortie du

potentiel d’action cochléaire composite (somme de |’activité unitaire des fibres du nerf
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auditif) et les potentiels microphoniques et sommatifs cochléaires (potentiels électriques
reflétant D’activité de certaines cellules ciliées), mais n’affecte pas le potentiel

endocochléaire (Puel et al., 1990).

Bien que la quinine ait apporté plusieurs éléments pertinents pour la compréhension
des mécanismes a la base des acouphénes (section 3.3), il n’en demeure pas moins qu’elle
possede des effets indésirables importants. Outre son action non spécifique sur les canaux
potassiques, la quinine posséde une toxicité élevée bien connue sur les systémes
hématologique, rénal, neurologique, cardiaque et endocrinien (Rouveix, 1999; Canadian
Pharmacists Association, 2007). L’effet le plus connu de la quinine est le cinchonisme qui
comprend non seulement les acouphénes, mais également d’autres effets secondaires
comme des vertiges, céphalées, nausées, troubles de la vision et baisse aigué de 1’acuité
auditive (Canadian Pharmacists Association, 2007). Injectée en intramusculaire, une
dilution est nécessaire sinon la solution provoque une nécrose tissulaire (Nosten and White,
1999). Plusieurs autres effets secondaires tels que des troubles gastro-intestinaux ou
neurologiques centraux peuvent également survenir suite a une administration de quinine

(Canadian Pharmacists Association, 2007).

3.1.3. Le cisplatine

Le cisplatine, agent antinéoplasique contenant du platine, peut également &tre utilisé
pour induire des acouphénes (Koegel, 1985; Kaltenbach et al., 2002; Rachel et al., 2002;
Wang et al., 2003; Kaltenbach, 2006). En situation thérapeutique, le cisplatine est utilisé
dans le traitement de différents cancers tels que les sarcomes, carcinomes, lymphomes et
tumeurs des cellules germinales. Le mécanisme d’action exact du cisplatine n’est pas connu
mais il est, d'un point de vue biochimique, similaire aux composés alkylants, c’est-a-dire
qu’il se fixe sélectivement sur les bases puriques de 'ADN (A ou G) et induit une variation
de la conformation locale du double brin d'ADN, ce qui inhibe la réplication et la
transcription de I'ADN, et induit ainsi la mort cellulaire (Canadian Pharmacists Association,
2007).
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Ce modele d’acouphenes présente cependant des effets secondaires négatifs
importants pouvant conduire 4 un état moribond. En plus d’étre cytotoxique et
néphrotoxique, le cisplatine est ototoxique puisqu’il entraine la dégénération de I’organe de
Corti avec une perte partielle ou totale des CCE, une perte sporadique des CCI et
endommage la strie vasculaire (Estrem et al., 1981; McAlpine and Johnstone, 1990;
Tsukasaki et al., 2000; Kaltenbach et al., 2002). Les neurones auditifs primaires semblent
¢galement directement affectés (Zheng and Gao, 1996). L'exposition au cisplatine induit
des hauts niveaux de stress oxydatif: il y a apparition de dérivés réactifs de I’oxygeéne
(ROS) dans la cochlée et des dommages dus aux radicaux libres s’ensuivent (Clerici et al.,
1996). Le cisplatine endommage ainsi fortement la cochlée et induit finalement une perte
d’audition sensorineurale bilatérale irréversible (Wang et al., 2003). Finalement, d’un point
de vue pratique, le cisplatine est un composé salin qui se dissout mal, ce qui rend son

utilisation difficile.

3.1.4. Le méfénamate

Le méfénamate est un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS) qui bloque la
cyclooxygénase de fagon non sélective (Saeed and Warren, 1973; Guitton et al., 2003) et
empéche ainsi la synthése de prostaglandines (Puel et al., 1990). En effet, la
cyclooxygénase est une enzyme qui convertit I’acide arachidonique en prostaglandines et
en thromboxanes (Jung et al., 1992). En bloquant la cyclooxygénase, le méfénamate crée
une accumulation d’acide arachidonique dans les membranes biologiques de la cochlée. Cet
amoncellement d’acide arachidonique augmenterait la probabilité d’ouverture des NMDAR
(Guitton et al., 2003; Guitton and Puel, 2004). L’inhibition de la voie des cyclooxygénases
et I’activation de récepteurs NMDAR cochléaires serait un des mécanismes via lequel le

méfénamate induirait des acouphénes.

En clinique, le méfénamate est utilis€é pour traiter les douleurs menstruelles
(dysménorrhée, ménorragie), 1’arthrite rhumatoide et les migraines (Peatfield et al., 1983).
En recherche, il a été utilisé dans quelques études pour induire des acouphénes chez le rat

(Guitton et al., 2003; Puel, 2007; Ruel et al., 2008). Cependant, I’acide méfénamique
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posséde une forte toxicité, surtout au niveau des reins. Il peut également entrainer plusieurs
effets secondaires tels que la diarrhée, un vomissement accompagné de sang, I’hématurie

(sang dans 1’urine) et une vision brouillée (Trinus et al., 1977).

3.1.4. Le traumatisme sonore

Finalement, les acouphénes peuvent également étre induits par traumatisme sonore
(Heffner and Harrington, 2002; Heffner and Koay, 2005; Guitton and Dudai, 2007). C’est le
modéle le plus réaliste puisque le traumatisme sonore est la principale cause des
acouphénes recensés en clinique humaine (Coles, 1983; Chung et al., 1984; Dieroff and
Meissner, 1987; Nicolas-Puel et al., 2006; Nondahl et al., 2007; Muluk and Oguzturk,
2008). Ainsi, les avancées fournies a I’aide de ce modele sont beaucoup plus pertinentes
pour leurs applications éventuelles en réalité clinique. Cette méthode d’induction demeure
toutefois difficile d’accés. En effet, seulement une partie des animaux (environ 50%)
développent des acouphénes (Heffner and Harrington, 2002; Guitton and Dudai, 2007) et
I’équipement nécessaire, comme une chambre sourde, rend son utilisation difficile. De plus,
environ la moitié des acouphénes induits par traumatisme sonore sont irréversibles (Guitton

and Dudai, 2007).

3.2. Le modéele des acouphénes induits par le salicylate

3.2.1. Propriétés du salicylate

Le salicylate de sodium, composé actif de I’aspirine (acide acétylsalicylique), est un
composé végétal extrait de 1’écorce de saule blanc (Salix alba). Le salicylate est un agent
anti-inflammatoire non stéroidien bien connu (Vane, 1971; Vane and Botting, 2003). Il y a
maintenant plus d’un siécle, en 1877, 4 un stade précoce de son utilisation clinique, le
docteur Germain Sée a décrit pour la premiére fois que des doses massives d’aspirine
provoquaient des pertes auditives et des acouphénes réversibles chez ’homme (Sée, 1877).
Ces effets ont par la suite été attribués au salicylate (Myers and Bernstein, 1965). Comme il

a été décrit précédemment pour le méfénamate (section 3.1.4), le salicylate inhibe
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¢galement 1’activité de la cyclooxygénase (Vane, 1971; Mitchell et al., 1993; Vane and
Botting, 1998) et crée une accumulation d’acide arachidonique dans les membranes
lipidiques de la cochlée, ce qui augmenterait la probabilité d’ouverture des NMDAR
cochléaires (Guitton and Puel, 2004). C’est entres autres via ce mécanisme que le salicylate
induirait des acouphénes (Guitton et al., 2003; Peng et al., 2003; Guitton and Puel, 2004,
Ruel et al., 2008).

Les premiers remedes dérivés du saule et autres plantes riches en salicylate font
partie de la pharmacopée au moins depuis I’époque de la civilisation ancienne sumérienne,
en Mésopotamie (Diarmuid, 2005). Une tablette de pierre datant de la Troisiéme dynastie
d’Ur, 3000 ans avant J.-C., arbore des textes médicinaux listant le saule parmi les plantes
utilisées comme remeéde, mais sans autres indications (Diarmuid, 2005). La premiere
référence spécifique a 1’utilisation du saule pour ses propriétés analgésique, antipyrétique et
anti-inflammatoire provient d’un texte médical égyptien, le papyrus Ebers, datant de 1534
avant J.-C., probablement une copie du texte datant de la tablette d’Ur (Diarmuid, 2005).
Les préparations a partir de 1’écorce de saule sont devenues un standard du materia medica
de la médecine moderne au 5° siécle. C’est durant cette époque que le médecin grec
Hippocrate €crivit & propos d’une poudre amére extraite du saule blanc qui pouvait soulager
les douleurs et réduire la fiévre (Feldmann, 1991). Plus tard, au 19° siécle, certains peuples
américains indigénes, dont les Cherokees, faisaient des infusions de saule blanc pour traiter
la fievre (Paul and Mary, 1975). Le révérant Edward Stone avait également noté en 1763
que 1’écorce de saule était efficace pour réduire la fievre (Stone, 1763). L’extrait actif de
I’écorce, appelé salicine d’aprés le nom latin du saule blanc (Salix alba), a été isolé et
nommé par le chimiste allemand Johann Andreas Buchner en 1828. Une plus grande
quantité fut par la suite isolée dans sa forme cristalline en 1829 par un pharmacien frangais,
Henri Leroux. En 1838, le chimiste italien, Raffaele Piria, trouva une méthode pour obtenir
une forme acide du saule blanc plus efficace, qu’il nomma acide salicylique et réussit par la
suite a convertir la substance en un sucre et un second composé, qui oxydé devient 1’acide

salicylique (Diarmuid, 2005).
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De nos jours, I’acide salicylique est biosynthétisé a partir d’un acide aminé, la
phénylalanine. Le salicylate de sodium est commercialement préparé a partir de phénolate
de sodium combiné au dioxyde de carbone sous haute pression (100 atm) et haute
température (390 K), une méthode connue comme la réaction de Kolbe-Schmitt.
L’acidification du produit avec de I’acide sulfurique donne 1’acide salicylique (Figure 5).
Finalement, I’acide salicylique peut également étre préparé via I’hydrolyse de 1’aspirine

(acide acétylsalicylique) ou du salicylate de méthyle avec une base ou un acide fort.

0. _-ONa 0. _-OH
%, -OH €O, % ONa Hs0, .I.._,OH
||~ [ NaOH f;:J ﬂ\ ,;f]

Figure 5. Réaction de Kolbe-Schmitt.

Le salicylate de sodium est commercialement prépar€ a partir
de phénolate de sodium combiné au dioxyde de carbone sous
haute pression (100 atm) et haute température (390 K), et le
produit est traité avec de 1’acide sulfurique. Le produit final est
un hydroxy-acide aromatique connu sous le nom d’acide
salicylique.

3.2.2. Avantages du modele

Les acouphénes induits par le salicylate sont caractérisés, tant chez |’homme
(McCabe and Dey, 1965; Myers and Bernstein, 1965) que chez I’animal (Jastreboff et al.,
1988a; Cazals et al., 1998; Cazals, 2000; Guitton et al., 2003; Guitton et al., 2005), par leur
réversibilité et leur facilité d’utilisation. Ainsi, dans les études électrophysiologiques par
exemple, la facilité d’application du salicylate (par injection) permet 1’étude d’un méme
neurone avant, pendant et apres l'injection (Eggermont, 2008). De plus, les acouphénes

sont induits dans 100% des cas si la dose administrée de salicylate est suffisante (Cazals et
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al., 1998; Guitton et al., 2003; Guitton and Dudai, 2007; Puel and Guitton, 2007). En raison
de cette forte reproductibilité, le salicylate représente un outil expérimental idéal pour
induire les acouphénes de maniére calibrée (Jastreboff et al., 1988a; Cazals et al., 1998;
Bauer et al., 1999; Guitton et al., 2003; Puel and Guitton, 2007). Il représente d’ailleurs
depuis plusieurs décennies le moyen privilégié d’induire des acouphénes dans le contexte

de la recherche biomédicale.

3.2.3. Inconvénients du modele

Cependant, bien que les acouphénes induits par le salicylate représentent un
excellent modéle de recherche fondamentale, 1’exposition chronique au bruit reste la
principale cause des acouphénes recensés en clinique humaine (Nicolas-Puel et al., 2002).
Le modéle ne refléte donc pas la réalité clinique. De plus, les acouphenes induits par le
salicylate sont réversibles alors que les acouphénes induits par le bruit sont souvent
chroniques. L’étude des différents aspects des acouphénes a long terme n’est donc pas
possible avec ce modéle. Finalement, un troisi¢éme inconvénient a été mis en évidence
récemment : il semblerait que les acouphénes induits par le salicylate et ceux induits par le

bruit différent par rapport a leurs caractéristiques perceptives (Guitton and Dudai, 2007).

De plus, tout comme les autres molécules utilisées pour induire des acouphenes et
décrites précédemment (section 3.1), le salicylate peut également entrainer des effets
secondaires indésirables. Tout d’abord, a forte concentration, le salicylate peut étre
néphrotoxique et hépatotoxique. De plus, un traitement au salicylate peut, chez I’homme
comme chez I’animal, s’accompagner d’anémie, d’hémorragies gastro-intestinales, de
malformations feetales (tératogénicité) et parfois, de réactions allergiques (Lucente, 1971;
Rainsford, 1984). Malgré ces effets indésirables possibles, les avantanges du salicylate
surpassent les inconvénients et font de cette molécule I’un des modeles les plus faciles a

utiliser pour induire des acouphénes chez 1’animal.
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3.2.4. Aspects centraux du salicylate

Des agents pharmacologiques induisant des acouphénes peuvent avoir des
répercussions directes sur le systéme auditif central. Dans le cas de I’administration de
salicylate, les effets sont variables d’une structure auditive a ’autre selon les corrélats

étudiés.

Les résultats basés sur les taux de décharge spontanée (SFR) obtenus jusqu’a
présent indiquent des changements dans le systeme auditif central suite a des acouphénes
dii & un dysfonctionnement des récepteurs cochléaires. Une diminution des signaux
sortants en provenance de la cochlée réduit I'inhibition dans les structures auditives
centrales (Szczepaniak and Moller, 1995; Abbott et al., 1999; Milbrandt et al., 2000),
entrainant une hyperexcitabilité du systéme auditif central (Salvi et al., 1990; Salvi et al.,
2000). Cette réduction de I’inhibition a été indirectement montrée, suite a un traitement au
salicylate, par une élévation des SFR des neurones du noyau central et du noyau externe du
colliculus inférieur (Jastreboff and Sasaki, 1986; Chen and Jastreboff, 1995) et de ceux du
cortex auditif secondaire (Eggermont and Kenmochi, 1998). Ces résultats sont en accord
avec des études électrophysiologiques montrant que le salicylate bloque les canaux
calciques de type L (Liu et al., 2005) et les canaux potassiques rectifiants sortants dans le
colliculus inférieur (Liu and Li, 2004). Le salicylate augmente également I’activité
sérotoninergique chez le rat jusqu’a six heures aprés I’injection dans le colliculus inférieur
et dans le cortex auditif primaire (Liu et al., 2003). D’autre part, aucun changement des
SFR n’a été observé dans le cortex auditif primaire suite a 1’administration d’une faible
dose de salicylate (Ochi and Eggermont, 1996) alors qu’a forte dose, le salicylate entraine
une diminution des SFR (Eggermont, 1992; Eggermont and Kenmochi, 1998). La
diminution significative de 1’activité électrique spontanée dans le cortex auditif primaire
suggere fortement un effet central du salicylate (Kenmochi and Eggermont, 1997).
Toutefois, il n’est pas clair si ces €lévations des SFR sont directement reliées a la

perception des acouphénes.
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Deux autres corrélats des acouphénes ont été étudiés a 1’aide du modéle animal
d’acouphénes induits par le salicylate : les décharges en bouffée et la synchronie neuronale.
Suite & une administration de salicylate, les décharges en bouffée tendent & augmenter dans
le noyau externe du colliculus inférieur (Chen and Jastreboff, 1995) alors que dans les
neurones corticaux, la quantité¢ de bouffée observée ne change pas (Ochi and Eggermont,
1996). Quant a la synchronie neuronale, elle est également plus élevée dans le cortex auditif
primaire suite a un traitement au salicylate (Ochi and Eggermont, 1997; Norena and
Eggermont, 2003). Les études animales suggerent également que le métabolisme diminue
dans le colliculus inférieur aprés une administration de salicylate, mais qu’il augmente dans
le corps genouillé médian, le cortex auditif, le cortex auditif et I’amygdale (Wallhidusser-
Franke et al., 1996; Wallhdusser-Franke, 1997; Wallhidusser-Franke et al., 2003; Zhang et
al., 2003).

3.3. L’apport des modéles animaux d’acouphénes

3.3.1. Les méthodes de mesure des acouphénes chez 1’animal

Le développement de modéles d’acouphénes chez I’animal a été une des avancées
majeures dans la compréhension de la neurobiologie des acouphénes. En effet, si un patient
peut dire qu’il pergoit ou non des acoupheénes, il en va tout autrement pour un animal ! Il a
fallu attendre la seconde moitié des années 80 pour qu’un scientifique parvienne a surpasser
les difficultés rencontrées pour établir un modeéle d’acouphénes chez I’animal. Ce sont
Jastreboff et ses collaborateurs qui développérent le premier test comportemental de
conditionnement suppressif permettant de mettre en évidence des acouphénes chez 1’animal
(Jastreboff and Sasaki, 1986; Jastreboff et al., 1988a, 1988b; Brennan and Jastreboff, 1991;
Jastreboff and Brennan, 1994; Jastreboff and Sasaki, 1994). Le protocole combinait
I'utilisation du salicylate et un paradigme de conditionnement suppressif basé sur la
privation d’eau (Jastreboff et al., 1988a, 1988b; Jastreboff and Sasaki, 1994). Bauer et
collaborateurs ont utilisé une variante de ce protocole de conditionnement et administré le
salicylate aux rats via I’eau qui leur était fournie (Bauer et al., 1999). Une variante avec le

traumatisme sonore a également été utilisée (Heffner and Harrington, 2002; Heffner and
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Koay, 2005). Brievement, ces protocoles impliquaient le conditionnement des animaux a
effectuer une action en présence d’un son. Ainsi, il était moins probable, par rapport aux
animaux contréles, que les animaux traités au salicylate effectuent cette action quand le
bruit s’arrétait puisqu’ils expérimentaient des acouphénes (perception sonore en l’absence

de stimulation externe).

Etant donné que ces tests étaient stressants pour 1’animal (perte de poids due a la
privation d’eau et de nourriture), assez complexes d’utilisation et que la durée de
conditionnement était trés longue, un autre modéle comportemental a été développé, celui
de I’évitement actif avec renforcement négatif (Guitton et al., 2003; Guitton, 2005). Dans
ce protocole, I'animal est conditionné a exécuter une tiche motrice, c’est-a-dire & grimper
sur une barre en réponse a un son extérieur. Ainsi, le résultat attendu demeure le méme,
c’est-a-dire que les animaux présentant des acouphénes induits par le salicylate exécutent la
tiche en l'absence de son extérieur. Deux parameétres sont ensuite évalués : le nombre de
réponses correctes (1’animal grimpe lorsque le son est émis) qui permet d’évaluer la
sensibilité auditive et le nombre de faux positifs (I’animal grimpe en 1’absence de son
extérieur) qui permet de détecter la présence d’acouphénes. Contrairement aux protocoles
précédents, ce paradigme d’évitement actif ne cause pas de changements dans |’état
physiologique des animaux. Ce modele présente donc des avantages importants,
notamment lorsque des procédures chirurgicales subséquentes sont nécessaires. Finalement,
un dernier test comportemental a ét€¢ développé pour tester les acouphénes chez le rat, basé
sur la navigation reliée & un son dans un labyrinthe immergé en forme de « T » avec
renforcement positif (Guitton and Dudai, 2007). Ce test est basé sur 1’association de la
position d’une plateforme, dans I'un ou ’autre des bras du labyrinthe, par rapport a la
présentation ou non d’un son. Ce test n’entraine presque aucun stress chez 1’animal, le
conditionnement étant plus rapide et I’apprentissage a plus long terme. En paralléle, un
autre modele de mesure comportementale a été développé récemment par 1’équipe de
Knipper, a I’aide de la boite de Skinner (automatisation de la présentation du stimulus et de
renforcements) pour évaluer les acouphenes (Riittiger et al., 2003; Tan et al., 2007; Singer

et al., 2008). Encore une fois, ce test combine plusieurs paramétres (privation d’eau,
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récompense/punition, tiche motrice), ce qui le rend complexe, autant pour

I’expérimentateur que pour I’animal.

Les expériences de comportement ont également été couplées avec des
enregistrements électrophysiologiques. Les méthodes utilisées pour mesurer les acouphenes
de fagon électrophysiologiques consistent en des enregistrements de 1’activité spontanée a
I’aide d’électrodes posées sur la structure ou la cellule a 1’étude, suite & une anesthésie
(Puel et al., 1989). Plusieurs études ont ainsi mesuré 1’activité spontanée des neurones
auditifs (fibres unitaires), a 1’aide de micro-électrodes de verre placées directement sur les
cellules, au niveau du nerf auditif (Evans et al., 1981; Evans and Borerwe, 1982;
Stypulkowski, 1990), du noyau cochléaire dorsal (Kaltenbach et al., 1998; Kaltenbach et
al., 2000; Brozoski et al., 2002; Chang et al., 2002; Kaltenbach et al., 2002), du noyau
externe (Jastreboff and Sasaki 1986; Chen and Jastreboff, 1995; Manabe et al., 1997) et
central (Ma et al., 2005) du colliculus inférieur, du cortex auditif secondaire (Occhi and
Eggermont, 1996; Eggermont and Kenmochi, 1998) et du cortex auditif primaire (Norena
and Eggermont, 2003; Seki and Eggermont, 2003). Un ensemble de mesures des SFR du
nerf auditif (potentiels globaux) peut étre obtenu a partir d’enregistrements du spectre
moyen d’activité, qui représente une mesure globale de I’activité spontanée du nerf auditif,
en placant une macro-€lectrode sur le nerf auditif ou sur la fenétre ronde de la cochlée
(Schreiner and Snyder, 1987; Dolan et al., 1990; Martin et al., 1993; Cazals and Huang,
1996, Cazals et al., 1998).

Finalement, le bruit de fond cochléaire pourrait étre une autre mesure possible des
acouphénes chez I’animal. L’évaluation des effets du bruit controlatéral est une fagon
d’examiner ’activité efférente du complexe olivocochléaire médian (Cazals et al., 1998).
L’oreille interne agit parfois comme un générateur de son produisant des sons appelés oto-
émissions acoustiques (Tyler, 2000), qui sont le reflet des mécanismes actifs et des
propriétés  électromotiles des CCE (Promenade autour de la Cochlée,

http://www.cochlee.org/). Ces oto-émissions peuvent étre enregistrées a I’aide d’un

microphone miniature placé dans le canal auditif. En plagant une sonde dans le conduit

auditif externe, on peut enregistrer une réponse acoustique aprés une €émission spontanée.


http://www.cochlee.org/
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Cependant, ce n’est que dans de trés rares cas que ces oscillations ont pu étre objectivées

sous forme d’oto-émissions spontanées correspondant a la fréquence de I’acouphéne.

3.3.2. Les contributions des différents modeéles animaux d’acouphénes

Bien que chacun posséde ses avantages et ses inconvénients, les différents modeles
animaux d’acouphénes ont permis d’élargir les connaissances sur les acouphénes. Comme
il a été¢ mentionné auparavant, il est connu depuis longtemps que les humains peuvent
percevoir des acouphénes (Sée, 1877). Les modeéles d’acouphénes induits par le salicylate,
la quinine, le cisplatine, le méfénamate et le traumatisme sonore ont permis de montrer que
les animaux pergoivent également les acouphénes (Jastreboff et al., 1988a, 1988b;
Jastreboff and Sasaki, 1994; Heffner and Harrington, 2002; Guitton et al., 2003; Guitton
and Dudai, 2007). De plus, des atteintes cochléaires, tant modérées (par traumatisme
sonore, par exemple) (Heffner and Harrington, 2002; Heffner and Koay, 2005; Guitton and
Dudai, 2007) que massives (par le cisplatine, par exemple) (Kaltenbach et al., 2002; Rachel
et al.,, 2002; Wang et al., 2003) peuvent provoquer des acouphenes. Bien que cela soit
matiére a polémique, des études utilisant le modéle d’acouphénes induits par le salicylate
ont montré que les acouphénes pourraient partager des similitudes avec la perception des
membres fantomes (Jastreboff et al., 1988a, 1988b) et la perception de la douleur et de la
douleur chronique (Mahlke and Wallhdusser-Franke, 2004). Les modéles d’acouphénes
induits par le salicylate (Guitton et al., 2003) et par un traumatisme sonore (Guitton and
Dudai, 2007) ont permis de démontrer que les acouphénes pourraient aussi partager des
mécanismes moléculaires communs avec la mémoire, en particulier dans le cas du profil

d’activation des NMDAR.

En périphérie, des études réalisées chez le cochon d’Inde ont permis de relier les
acouphenes induits par la quinine 4 une augmentation de la proportion des fibres du nerf
cochléaire a haute activité spontanée, combinée a une diminution de la période réfractaire
absolue (Mulheran, 1999). Des traitements au salicylate a des doses connues pour induire
des acouphénes entrainent également une augmentation de !’activité spontanée des

neurones auditifs primaires (Evans and Borerwe, 1982; Puel et al., 1989; Stypulkowski,
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1990; Cazals et al.,, 1998). Comme mentionné aux sections 3.1 et 3.2, I'utilisation des
modeles d’acouphénes induits par le salicylate et le méfénamate, combinée a des approches
comportementales, ont également permis de démontrer que le salicylate potentialise les
NMDAR du glutamate cochléaires via une inhibition de la cyclooxygénase et une
augmentation de la concentration d’acide arachidonique (Guitton et al., 2003; Peng et al.,
2003; Guitton and Puel, 2004; Ruel et al., 2008). Les acouphénes induits par le salicylate
(Guitton et al., 2003; Guitton et al., 2005; Guitton and Dudai, 2007) et par un traumatisme
sonore (Guitton and Dudai, 2007) semblent donc générés suite a I’activation de NMDAR
cochléaires. Par la suite, il a ¢té montré que la perception d’acouphénes induits par le
salicylate peut étre abolie par 1’application intracochléaire d’antagonistes des NMDAR
(Guitton et al., 2003; Guitton et al., 2005; Guitton and Dudai, 2007), illustrant un role-clé
de la transmission synaptique dans la génération des acouphenes. De plus, des résultats
récents ont démontré que cette sensibilité¢ des acouphénes aux antagonistes des NMDAR
existait également dans le cas des acouphénes provoqués par le bruit, renforgant davantage
la validité de ce modéle expérimental (Guitton and Dudai, 2007). Dans le cas d’un
traumatisme sonore, le blocage des acouphénes par des antagonistes NMDA ne peut se
faire que dans les premiers jours aprés le traumatisme. Si I’action pharmacologique a lieu

apres cette période critique, le blocage des acouphénes déja installés ne peut plus se faire

(Guitton and Dudai, 2007).

Au niveau central, des traitements au salicylate a des doses connues pour induire
des acouphénes induisent, tout comme en périphérie, une augmentation de [’activité
spontanée des neurones auditifs, qui se propage jusque dans les neurones auditifs corticaux
(Jastreboff and Sasaki, 1986; Chen and Jastreboff, 1995; Ochi and Eggermont, 1996;
Manabe et al., 1997). Les différents modeles d’acouphénes ont permis de démontrer, non
sans créer de polémique, que la perception d’acouphénes pourrait entrainer une plasticité au
niveau des structures nerveuses centrales. Des études utilisant le cisplatine pour induire les
acouphénes ont notamment permis de montrer une augmentation de ’activité spontanée
(hyperactivité) des neurones du noyau cochléaire dorsal chez le hamster (Kaltenbach et al.,
2002; Rachel et al., 2002). Cependant, comme le cisplatine posséde une forte toxicité, la

quasi-totalité des cellules ciliées de la cochlée étaient détruites. Comme mentionné plus tét,
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I’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle chez des patients acouphéniques a
permis de montrer des changements d’activation dans certaines zones limbiques (Mirz et
al., 2000). Cependant, les sujets de I’étude avaient également des hallucinations auditives et
ont été ultérieurement diagnostiqués comme schizophrénes. Finalement, Wallhdusser-
Franke et ses collaborateurs ont montré qu’un traitement au salicylate induisant des
acouphénes engendre de la plasticité dans différentes structures auditives (Wallhdusser-
Franke et al., 1996; Wallhiusser-Franke, 1997; Mahlke and Wallhdusser-Franke, 2004;
Wallhéusser-Franke et al., 2006). Toujours au niveau central, le modéle d’acouphénes
induits par le salicylate a permis de montrer que I’anxiété peut potentialiser la perception
d’acouphénes déja présents (Guitton et al., 2005; Guitton, 2006) et que cette
potentialisation pourrait faire intervenir des récepteurs sérotoninergiques (Guitton et al.,
2005; Guitton, 2006). Cependant, ces récepteurs ne semblent pas directement impliqués ni
dans la génération des acouphénes induits par le salicylate (Guitton et al., 2005) ni dans la

génération des acouphénes induits par un traumatisme sonore (Guitton and Dudai, 2007).

Au niveau du cortex auditif, des altérations électrophysiologiques similaires ont été
observées entre des traitements a la quinine et au salicylate induisant des acouphénes (Ochi
and Eggermont, 1996; Kenmochi and Eggermont, 1997; Ochi and Eggermont, 1997;
Eggermont and Kenmochi, 1998). Ainsi, les deux drogues diminuent les potentiels de
champ locaux et les fréquences de modulation (Kenmochi and Eggermont, 1997) ainsi que
les SFR des neurones (Eggermont and Kenmochi, 1998) et leur synchronie de maniére
dose-dépendante (Ochi and Eggermont, 1996; Ochi and Eggermont, 1997) dans le cortex
auditif primaire alors qu’elles augmentent les SFR dans le cortex auditif secondaire
(Eggermont and Kenmochi, 1998). Un traumatisme sonore provoquant des acouphénes
induit une élévation des SFR dans le noyau cochléaire dorsal (Kaltenbach et al., 1998) et
dans le cortex auditif primaire (Eggermont and Komiya, 2000; Norefia and Eggermont,
2003; Seki and Eggermont, 2003). De plus, une autre étude portant sur les effets d’un
traumatisme sonore induisant des acouphénes a montré une augmentation de I’activité
spontanée des cellules fusiformes dans le noyau cochléaire dorsal (Brozoski et al., 2002).
Ces résultats suggérent une augmentation des SFR dans les structures auditives corticales et

sous-corticales suite a un traumatisme sonore et une exposition a des agents ototoxiques.
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Les similitudes des effets entrain€s par la quinine et le salicylate ainsi que cette élévation
commune des SFR portent a croire que ces altérations sont reliées aux acouphénes (Cazals,
2000), sans toutefois qu’une relation directe avec la perception des acouphénes ait été mise
en lumiére a ce jour. De plus, il est a noter que ces similitudes ne sont pas dues au méme
mécanisme d’action. En effet, les altérations électrophysiologiques créées par le salicylate
sont le reflet d’un effet périphérique au niveau des mécanismes actifs cochléaires alors que

la quinine agit au niveau central sur les canaux potassiques et sodiques.

4. Les corrélats liés aux acouphénes induits par le salicylate

4.1. La plasticité synaptique liée aux acouphénes induits par le salicylate

La plasticité est une propriété du systéme nerveux qui permet a des parties
spécifiques de ce systéme de changer de fonction ou d’organisation (Moller, 2007). Les
changements d’efficacité synaptique (Wall, 1977) et les changements au niveau de la
synthése protéique dans les cellules nerveuses (Sie and Rubel, 1992) font partie des
modifications induites par la plasticité. De tels changements peuvent altérer 1’excitabilité et
entrainer un changement de parcours de I’'information ou une réorganisation du cortex
cérébral (Kaas, 1991; Kral et al., 2000). Ces modifications peuvent avoir des effets
bénéfiques tels qu'une réorganisation du systéme nerveux aprés des blessures ou une
adaptation du systéme nerveux suite a des changements de I’information envoyée comme
dans le cas d’implants cochléaires (Kral and Tillein, 2006; Kral et al., 2006). Cependant,
cette habileté des systemes nerveux sensoriels a se réorganiser ou a changer de fonction
peut également causer des symptomes et signes de maladie. Ainsi, I’expression de la
plasticité synaptique joue un réle important dans la création des signes et symptomes de

plusieurs désordres (Moller, 2006b), incluant les acouphénes (Moller, 2006a).

La réorganisation a court terme impliquerait des changements d’efficacité
synaptique entrainant la potentialisation de synapses régulées par les NMDAR (Jain et al.,
1998) et des changements dans la synthese protéique (Sie and Rubel, 1992) alors que la

réorganisation a long terme est probablement régulée par la pousse de dendrites et d’axones
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ou leur élimination (Moller, 2007). Alors qu’il existe des signes de réorganisation du cortex
cérébral chez des individus souffrant d’acouphénes, les populations de neurones affectés ne
sont pas connues (Moller, 2007). De plus, comme il a été présenté au Chapitre I (section
3.3.2), plusieurs études chez 1’animal ont démontré que la présence d’acouphénes pourrait
entrainer une plasticité au niveau des structures nerveuses centrales (Ochi and Eggermont,
1996, Wallhdusser-Franke et al., 1996; Kenmochi and Eggermont, 1997; Ochi and
Eggermont, 1997; Wallhdusser-Franke, 1997; Eggermont and Kenmochi, 1998; Kaltenbach
et al., 1998; Eggermont and Komiya, 2000; Mirz et al., 2000; Brozoski et al., 2002;
Kaltenbach et al., 2002; Rachel et al., 2002; Norefia and Eggermont, 2003; Seki and
Eggermont, 2003; Mahlke and Wallhidusser-Franke, 2004; Wallhdusser-Franke et al., 2006).
Parmi les marqueurs impliqués dans des phénoménes de plasticité, nous nous sommes
intéressés aux molécules de signalisation intracellulaire MAPK-ERK et PI(3)K-AKT ainsi
qu’aux NMDAR.

4.1.1. Voies de signalisation cellulaire

Les voies de signalisation cellulaire MAPK-ERK et PI(3)K-AKT sont toutes deux
des effecteurs de la GTPase Ras et sont impliquées, notamment, dans des phénoménes de
plasticité synaptique. Les MAPK contrdlent les signaux extracellulaires d’'une grande
variété de facteurs comme les cytokines et les neurotrophines afin de réguler la synthése de
protéines impliquées dans le réarrangement synaptique (Reichardt, 2006; Hollis et al.,
2009; Van’t Veer et al., 2009). La cascade des MAPK meéne a I’activation de la protéine
ERK qui est entre autres impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémoire, dans
certains processus neurodégénératifs et dans les changements de plasticité qui surviennent
dans le cortex visuel, I’hippocampe et I’amygdale (Di Cristo et al., 2001; Hebert and Dash,
2002; Bozon et al., 2003; Kelly et al., 2003; Thomas and Huganir, 2004; Narasimhan et al.,
2009; Tian et al., 2009). Dans les tissus nerveux, la transduction du signal via la voie
MAPK-ERK peut étre initiée par une variété de stimuli dont les neurotrophines, les
cytokines, 1’excitation neuronale, les protéines G couplées a des récepteurs synaptiques, les
protéines kinases, les stress cellulaires et les dommages neuronaux (Grewal et al., 1999;

Pearson et al.,, 2001; Sweatt, 2001). L’activité de cette voie méne ultimement a la
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phosphorylation, au niveau du cytosol, de ERK1 et ERK2 qui, a leur tour, phosphorylent
des effecteurs ou substrats moléculaires. Les effecteurs extranucléaires incluent les
protéines kinases ainsi que les protéines membranaires et cytosquelettiques (Suneja and
Potashner, 2003). Apres leur entrée dans le noyau, pERK1 et pERK2 peuvent phosphoryler
des facteurs de transcription qui régulent 1’expression de génes (Xia et al., 1996; Fields et
al., 1997; Pearson et al., 2001) et contribuent ainsi aux changements de plasticité
synaptique (Impey et al., 1999; Mazzucchelli and Brambilla, 2000; Sweatt, 2001). Des
études sur l'effet d’acouphénes induits par traumatisme sonore ont montré des
répercussions sur 1’expression de protéines MAPK, dans la cochlée (Meltser et al., 2010) et

au niveau du systéme auditif central, dans le colliculus inférieur (Meltser and Canlon,

2010).

La voie PI(3)K (phosphatidylinositol 3-kinase) est une autre voie signalétique
jouant un rdle clé dans les événements moléculaires sous-tendant la plasticité synaptique.
En effet, dans les neurones, la voie PI(3)K, qui meéne a I’activation de la PKB (ou AKT),
est connue comme étant un modulateur de plasticité synaptique (Sweatt, 2001; Opazo et al.,
2003). La voie PI(3)K est activée par des facteurs de croissance et posséde comme substrats
les phosphoinositides. Son activation entraine la formation de PIP3, ce qui a pour effet de
recruter PKD1 a la membrane plasmique. PKDI est alors en mesure de phosphoryler AKT,
ce qui contribue a son activation. AKT est une sérine/thréonine kinase qui, une fois
phosphorylée, permet 1’activation des génes de prolifération et de survie cellulaire (Franke,
2008). La phosphorylation d’AKT peut également activer des processus mitogéniques
incluant la transcription de génes de survie et ainsi contribuer a des changements de
plasticité (Kelly and Lynch, 2000; Lin et al., 2001; Raymond et al., 2002; Sanna et al.,
2002). La voie PI(3)K est également activée par le stress cellulaire (Cantley, 2002; Franke
et al,, 2003). Ainsi, AKT serait activée dans I’organe de Corti suite & un traitement
ototoxique entrainant la mort de cellules ciliées (Chung et al., 2006). Les résultats de cette
¢tude semble donc indiquer que la voie PI(3)K favoriserait la survie des cellules ciliées via

ces cibles situées en aval, PKB/AKT et PKC.
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4.1.2. Récepteurs glutamatergiques

Les NMDAR sont des récepteurs ionotropiques activés par le glutamate. Ils sont
formés de sous-unités NR1 et NR2 (NR2A, NR2B, NR2C ou NR2D). NR1 est une sous-
unité essentielle a la formation d’un récepteur fonctionnel et la combinaison de cette sous-
unité avec les différentes sous-unités NR2 permet I’obtention de récepteurs dont les
propriétés électrophysiologiques et pharmacologiques différent (Nakanishi, 1992; Ziff,
1999). Outre le site de liaison aux agonistes, les NMDAR contiennent également un site de
liaison a la glycine. L'activation de ce site est nécessaire au fonctionnement du récepteur. A
l'intérieur du canal, un site cationique voltage dépendant fixant l'ion magnésium bloque
linflux ionique (Davis and Linn, 2003). En réponse au glutamate et a une forte
dépolarisation membranaire, le blocage du canal du récepteur par le magnésium est levé et
permet une entrée de calcium intracellulaire (Ozawa et al., 1998, Shen et al., 2006). Ce
mécanisme entraine l'activation subséquente de messagers secondaires et joue un réle
fondamental dans I'expression de divers mécanismes de plasticité synaptique (LTP et LTD)
(Collingridge, 1987; Larson and Lynch, 1988; Chen and Diamond, 2002; Micu et al.,
2006).

Les NMDAR sont donc au cceur de phénomeénes de plasticité (Monyer et al., 1994;
Nicoll and Malenka, 1995; Rosenblum et al., 1996; d’Aldin et al., 1997; Rosenblum et al.,
1997). Ils sont non seulement impliqués au niveau cortical dans la LTP, mais également
dans des phénomeénes de plasticité liée au comportement chez les mammiféres (Monyer et
al., 1994; Nicoll and Malenka, 1995; Rosenblum et al., 1996; d’Aldin et al., 1997;
Rosenblum et al., 1997). De plus, comme il a été présenté a la section 3.2.2, des études ont
montré la présence de phénoménes de neuroplasticité liés aux acouphénes, incluant un role
des NMDAR cochléaires (Oestreicher et al., 1999; Guitton et al., 2003; Guitton et al.,
2005).
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4.2. L’anxiété liée aux acouphénes induits par le salicylate

L’existence de relations étroites entre acouphénes et anxiété chez ’homme est
connue depuis fort longtemps, sans toutefois que la nature de ces liens soit completement
comprise (Nicolas-Puel et al., 2002; Guitton, 2006). Déja Hippocrate (460-377 av. JC), 'un
des péres de la médecine occidentale, avait remarqué que des troubles anxieux étaient
souvent associés aux acouphénes (Feldmann, 1991). Comme mentionné au Chapitre I, de
nombreux cliniciens ont rapporté au fil des années une corrélation entre 1’apparition
d’acouphénes et des niveaux élevés d’anxiété (Shea et al., 1981; Schneider et al., 1994).
Plus récemment, plusieurs études ont rapporté un lien entre ces deux phénomenes (Nicolas-
Puel et al., 2002; Guitton et al., 2005; Guitton, 2006; Belli et al., 2008). Ainsi, I’anxiété est
connue pour potentialiser fortement la perception de stimuli négatifs, c’est-a-dire que
I’anxiété crée des conditions qui facilitent la perception subjective de stimuli préexistants.
Des acouphénes « latents », non pergus en raison d’un filtrage du cerveau, pourraient donc
étre démasqués suite a des niveaux élevés de stress (Guitton et al., 2005; Guitton, 2006).
D’un autre c6té, les acouphénes peuvent représenter a eux seuls un important état anxieux
car on peut facilement imaginer qu’entendre un bruit constant dans la téte, sans aucune

facon de I’arréter, est une expérience trés stressante.

Ces constatations apportent un questionnement sur les liens qui existent entre
acouphénes et anxiété. Y-a-t-il un lien de cause a effet et, si oui, dans quel sens s’oriente
cette relation ? L’utilisation de modéles animaux a permis d’apporter des éléments de
réponse a ces questions. Chez I’animal, I'anxiété seule ne suffit pas a générer des
acouphénes (Guitton et al., 2005). En revanche, I’anxiété peut potentialiser la perception
d’acouphénes déja existants. Cependant, ces résultats expérimentaux mesuraient
uniquement des réponses comportementales d’acouphénes. Comme il a été suggéré que la
présence d’acouphénes pourrait provoquer une augmentation de 1’anxiété (Nicolas-Puel et
al., 2002; Guitton, 2006), nous nous sommes intéressés aux niveaux d’anxiété concomitants
a la survenue d’acouphénes afin de mieux comprendre les altérations comportementales

reliées aux acouphenes induits par le salicylate.
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Méme si 1’origine périphérique de la plupart des acouphénes semble désormais
clairement établie, il est évident qu’il existe également une contribution centrale. La
survenue d’acouphénes semble en effet s’accompagner d’un certain niveau de plasticité au
niveau des structures auditives centrales. Ainsi, notre hypothése centrale est que la
perception des acouphénes entraine une plasticité dans les voies auditives, c’est-a-dire
au niveau du systéme nerveux central. Les corrélaires de notre hypothese sont que cette
plasticité liée aux acouphénes a des répercussions au niveau moléculaire et au niveau

comportemental.

Le but de ce travail sera donc double. Tout d’abord, tenter de mettre en évidence
quelques-unes des altérations moléculaires pouvant caractériser une augmentation
éventuelle de la plasticité synaptique des structures centrales liée aux acouphénes (Chapitre
II). Ensuite, étudier de maniere plus approfondie les liens existants entre acouphénes et
anxiété (Chapitre III). Ainsi, deux objectifs spécifiques autour desquels s’articule ce projet

de recherche ont été établis :

1) Déterminer quels marqueurs de plasticité synaptique centrale sont associés aux

acoupheénes induits par le salicylate.

2) Evaluer les altérations comportementales d’anxiété provoquées par la présence

d’acouphénes induits par un traitement au salicylate.
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CHAPITRE 11

LA PLASTICITE RELIEE AUX
ACOUPHENES INDUITS PAR LE
SALICYLATE
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1. Matériels et méthodes
1.1. Animaux

Nos expériences ont été réalisées sur des souris Balb/C adultes (méles agés de
70 +£4 jours). Les animaux provenaient des Laboratoires Charles River (Saint-Constant,
Québec, Canada). Un total de 60 animaux a été utilisé au cours des expériences présentées
dans cette premiere partie. Lors des expe€riences, les animaux ont ét€¢ hébergés soit a
I’animalerie du Centre de Recherche du CHUL (Centre Hospitalier de 1’Université Laval),
soit a I'animalerie du Centre de recherche Université Laval Robert-Giffard (CRULRG) dans
un environnement contrdlé en température (22 + 3°C), en humidité relative (50 + 10%) et
en cycle de lumiére (12 heures, 7h a 19h). Les animaux ont eu accés en tout temps a de la
nourriture et de 1’eau tempérée. Tous les protocoles de cette étude ont €té approuvés par le
Comité de Protection des Animaux du CHUL (CPAC, autorisations 07-051-1 et 07-051-2)
et par le Comité de Protection des Animaux de 1’Université Laval (CPAUL, autorisations
2009039-1 et 2009039-2). L’hébergement des animaux ainsi que I!’ensemble des
expérimentations réalisées respectaient les normes du Conseil Canadien de Protection des

Animaux (CCPA).
1.2. Traitements pharmacologiques

Trois groupes de 20 animaux ont été utilisés. Dans chacun des 3 groupes, les
cerveaux de 10 animaux ont été utilisés pour I’hybridation in situ et les cerveaux des 10
autres animaux pour I’immunobuvardage de type Western. Dans le groupe contrdle, les
animaux ont regu des injections de sérum physiologique pendant 4 jours (une injection
quotidienne unique de 10 ml’kg de sérum physiologique en i.p.). Les animaux des deux
autres groupes ont regu des traitements au salicylate de sodium (Sigma Aldrich, St-Louis,
Missouri, Etats-Unis). Le traitement au salicylate consistait en une injection
intrapéritonéale quotidienne de salicylate de sodium dissout dans du sérum physiologique
(300 mg/kg/jour) durant 4 jours consécutifs. Ce traitement particulier au salicylate est

connu pour induire de maniere fiable et systématique des acouphénes chez les rongeurs
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(Jastreboff et al., 1988a; Cazals et al., 1998; Cazals, 2000; Guitton et al., 2003; Guitton et
al., 2005). Le premier groupe traité au salicylate a regu un seul traitement (300 mg/kg/jour
pendant 4 jours, 1.p.), alors que le second groupe a regu ce traitement deux fois, sépar¢ par
une semaine de repos. Ainsi, les animaux du second groupe expérimental recevaient un
premier traitement (300 mg/kg/jour pendant 4 jours, i.p.), ne recevaient aucune injection
pendant une semaine, puis recevaient un second traitement (300 mg/kg/jour pendant 4
jours, 1.p.). Les injections ont toutes été réalisées approximativement a la méme heure, soit

vers 12h.
1.3. Choix des structures anatomiques étudiées

La taille des structures analysées devaient €tre suffisamment importantes pour
pouvoir récolter assez de matériel biologique pour mener a bien des quantifications de
protéines. De plus, les structures des voies auditives choisies devaient avoir un
« équivalent » dans une autre modalité sensorielle en termes de niveau de complexité
neuronale afin de vérifier la spécificité du salicylate pour le systéme auditif. Deux
structures des voies auditives correspondaient au profil recherché : le colliculus inférieur et
le cortex auditif (Figure 3, Chapitre I). Les contrdles équivalents de ces structures sont le
colliculus supérieur et le cortex visuel. Des échantillons du cortex frontal, structure
d’intégration par excellence, et ’amygdale, structure appartenant au systéme limbique, ont
également été prélevés. Finalement, le cervelet a été utilisé en tant que structure de contrdle
global lors des analyses. En immunobuvardage de type Western, toutes ces structures ont
été prélevées alors qu’en hybridation in sifu, nous avons évalué les niveaux de I’ARNm de
la sous-unité NR1 des NMDAR uniquement dans le cortex auditif, le cortex visuel et

I’amygdale.
1.4. Prélevement des tissus et préparation des tranches de cerveaux
Deux heures aprés la derniére injection, les animaux ont été sacrifiés par dislocation

cervicale et les hémisphéres cérébraux ont été prélevés rapidement et plongés

immédiatement dans [’azote liquide pour éviter la dégradation des protéines. Les
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échantillons ont ensuite été conservés a -80°C, jusqu’au moment d’étre coupés a 1’aide d'un
cryostat. Le moment du sacrifice (deux heures apres la derniére injection de salicylate) a été
déterminé en fonction des résultats d’études démontrant que les acouphénes atteignent une
intensité maximale deux heures aprés la derniére injection (Cazals, 2000; Guitton et al.,

2003).

Les cerveaux attribués a I’hybridation in situ ont €t¢é montés sur une platine de
cryostat (Leica CM1900, Leica Microsystems Inc., Richmond Hill, Ontario, Canada), réglé
a -22°C, a l'aide de Tissue-Tek (Miles Inc., Elkhart, Etats-Unis) et coupés en sections
coronales de 12 pm. Pour chacun des trois groupes expérimentaux, des sections (deux par
structure par cerveau) de cortex préfrontal (Bregma 3,20 & 2,58 mm, »n=20), d’amygdale
(Bregma -0,82 a -1,82 mm, #»=20), de cortex auditif et visuel (Bregma -2,46 a -3,40 mm,
n=20), de colliculus supérieur (Bregma -4,16 a -4,84 mm, »=20), de colliculus inférieur
(Bregma -5,20 a -5,68 mm, »=20) et de cervelet (Bregma -6,48 a -7,20 mm, n=20) ont été
prélevées en se référant a 1’atlas de cerveau de souris de Franklin et Paxinos (Franklin and
Paxinos, 2008). Les mesures de Bregma pour les colliculi inférieur et supérieur ainsi que
pour le cervelet sont présentées a titre indicatif, puisque ces structures ont été prélevées a
partir du cerveau entier plutét que sur des tranches, ces structures étant facilement
accessibles a partir de sa surface externe. Les sections ont ensuite ét¢ montées sur lames
(Colorfrost Plus, Fisher, Nepean, Ontario, Canada) et placées dans un dessiccateur dans une

chambre a 4°C pendant une nuit avant d’étre replacées a -80°C jusqu’aux marquages.

Les cerveaux attribués aux immunobuvardages ont ét€¢ coupés dans |’enceinte du
cryostat, toujours réglé a -22°C, a l'aide de lames et d’une matrice (Zivic-Miller
Laboratories Inc., Allison Park, Pennsylvanie, Etats-Unis) congue pour couper précisément
et a des endroits stratégiques les cerveaux de souris en tranches coronales de 1,0 mm. Les
différentes structures choisies ont ensuite été prélevées sur ces tranches a 1’aide d’un
scalpel, en se référant a I’atlas de cerveau de souris de Franklin et Paxinos (Franklin and
Paxinos, 2008) et en conservant les mémes échelles de Bregma que celles mentionnées ci-
dessus. Les échantillons de chaque structure ont été placés individuellement dans des

eppendorfs et entreposés a -80°C jusqu’aux extractions protéiques.
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1.5. Hybridation in situ de la sous-unité NR1 des NMDAR

L’évaluation des marqueurs de plasticité glutamatergiques a été faite par
hybridation in situ, essentiellement selon le protocole décrit dans 1’article de Wisden et
Morris (Wisden and Morris, 1994). L’hybridation in situ a été effectuée a I’aide d’une
combinaison de séquences d’oligonucléotides codant pour les acides aminés 153-109
(5' AGCGCGGGCGAAGGAGCAGGAGAAAAGCAGGGCGAATGTCAGCAG 3") et
1133-1089 (5' TTCCGGTCCCCATCCTCATTGAATTCCACACGGCCAGTCACTCCA
3') de la sous-unité NR1 des NMDAR de souris. Ces séquences ont été élaborées a partir de
séquences d’ARNm complet du NMDAR de souris trouvées sur GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, numéro d’accession NM_009169). Les séquences

choisies ont été analysées a 1’aide du logiciel Oligo 4.01 (National Bioscience Inc.,
Minnesota, Etats-Unis) et sélectionnées selon des critéres préétablis (Erdtmann-Vourliotis
et al.,, 1999) de température de fusion, pourcentage des bases azotées G et C, nombre de
nucléotides, etc. Apres avoir choisi les sondes, les séquences ont été envoyées sur Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin de confirmer leur spécificité avec ’ARNm

cible.

Les oligonucléotides synthétisés ont été marqués au S*° (1250 Ci/mmole; Perkin
Erlmer, Woodbridge, Ontario, Canada) a leur extrémité 3’ par la déoxynucléotidyl terminal
transférase (New England Biolabs, Pickering, Ontario, Canada). La réaction s’est produite a
37°C pendant 1 heure et les nucléotides non incorporés ont été séparés de la sonde par
passage du mélange au travers d’une colonne de résine faisant partie de 1’ensemble de
purification QIAquick Nucleotide Removal (Qiagen, Québec, Canada). La radioactivité des
fractions récoltées a la sortie de la colonne a été dosée sur un compteur a scintillation. Les
sondes purifiées ont été conservées a -20°C jusqu’au lendemain pour la suite de

I’expérience.

Aprés avoir été séchées au dessiccateur (4°C), les sections ont été fixées pendant 5
minutes dans une solution de paraformaldéhyde 4% préparée dans du PBS 0,1 M (pH 7.,4),

puis rincées 2 fois pendant 5 minutes avec du PBS 0,1 M, a température ambiante. Les
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sections ont ensuite été incubées dans une solution de triéthanolamine 0,1 M (pH 8,0),
fraichement préparée, pendant 5 minutes, a laquelle de I’acide acétique anhydre
(0,25%, v/v) a été ajouté pour une incubation de 10 minutes supplémentaires. Les lames ont
été plongées dans deux bains de tampon SSC 2X (SSC 1X = 0,15 M NaCl, 0,015 M
citrate de sodium, pH 7,0) et déshydratées a I’aide d’une série de bains de concentrations
croissantes d’éthanol (70, 85 et 100%, 1 minute chaque), séchées a 1’air ambiant et placées

environ 3 heures dans un dessiccateur 4 température ambiante.

Les deux sondes d’oligonucléotides ont été diluées (5000 cpm/pl) dans un tampon
d’hybridation (formamide 50%, sulfate de dextran 10%, solution de Denhardt 1X,
dithiothréitol 10 mM, ARNt 250 pg/ml, ADN de sperme de saumon 500 pg/ml,
tampon SSC 4X). Les sondes ont été chauffées a 60°C puis déposées sur chacune des lames
qui ont ensuite été recouvertes d’une lamelle. L hybridation a été effectuée a 40°C pendant
la nuit dans une chambre humide. Deux lames contrdles ont subi 1’hybridation en présence
d’un exces de sonde non marquées afin de vérifier la spécificité du marquage. Les lamelles
ont été retirées a I’aide d’un lavage dans du tampon SSC 2X. Les sections ont par la suite
été lavées successivement dans du tampon SSC 2X (30 minutes a température ambiante),
SSC 1X (120 minutes a température ambiante), SSC 0,5X (30 minutes a 37°C), SSC 0,5X
(30 minutes a température ambiante) et SSC 0,5X (30 minutes a 50°C). Finalement, les
lames ont été déshydratées a I'aide d’une série de bains d’éthanol de concentration
croissante (70, 85 et 100%, 1 minute chaque), séchées a 1’air ambiant et exposées dans
I’obscurité avec un film Kodak Biomax MR-2 pendant 8 jours a température ambiante. Les
films ont été analysés en utilisant le logiciel Stereo Investigator 7. Les valeurs présentées
pour chaque structure représentent la moyenne des valeurs mesurées pour les 10 animaux

du groupe correspondant.
1.6. Immunobuvardage de type Western
L’évaluation des marqueurs de plasticité synaptique a ¢été faite par

immunobuvardage de type Western, selon le protocole du laboratoire du Dr Martin

Beaulieu (Centre de recherche Université Laval Robert-Giffard). Les échantillons de tissu



47

cérébral ont été dissociés mécaniquement dans un tampon SDS 1%, chauffé préalablement
a 95°C pendant 5 minutes. Ensuite, 5 pul de chaque échantillon ont été prélevés pour
effectuer le dosage des protéines selon la méthode de Lowry. Cette portion de chaque
échantillon a été diluée dans 45 ul d’eau distillée, 250 pl de réactif A’ et 2 ml de réactif B.
Les tubes ont ét¢ immédiatement agités au vortex et incubés a température ambiante
pendant 15 minutes. Enfin, ’absorbance de chacun des échantillons a été mesurée a 750 nm
a 1’aide d’un spectrophotométre SmartSpec Plus (Hercules, Californie, Etats-Unis). Par la
suite, la balance de chaque échantillon a été diluée dans un tampon composé de laemmli 1X
et de B-mercaptoéthanol. Les échantillons ont été chauffés a 95°C pendant 5 minutes avant

d’étre congelés a -80°C jusqu’a I’immunobuvardage.

Les protéines recherchées ont ¢été séparées par électrophorése sur gel de
polyacrylamide tris-glycine 10% (Novex Tris-glycine Midi Gel, Invitrogen, Carlsbad,
Californie, Etat-Unis). Tout d’abord, environ 25 pg de protéines ont été chauffés a 95°C
dans un tampon laemmli 1X pendant 5 minutes afin de les dénaturer. Ces protéines ont été
déposées sur le gel puis elles ont migré pendant environ 3 heures a 80 volts dans 1 litre de
tampon d'électrophorése composé de Tris-base 25 mM, de glycine 192 mM et de
SDS 0,1%. Ensuite, les protéines du gel ont été transférées a 1’aide d’un appareil «Semi-
dry blotter » (Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etat-Unis) sur une membrane de
nitrocellulose imbibée de tampon de transfert contenant du Tris-base 25 mM, de la glycine
192 mM et 10 % de méthanol. Ce transfert a été réalisé pendant 1 heure a 20 volts. La
présence de protéines sur la membrane a été vérifiée a 1’aide d’une solution de rouge
ponceau puis la membrane a été rincée 3 fois pendant 5 minutes dans ’eau distillée. Le
blocage des sites d'interactions non spécifiques a été réalisé dans une solution PBS 1X
contenant du lait sans matiére grasse 5% pendant 1 heure a la température ambiante. La
membrane a été bri¢vement rincée dans 1’eau distillée avant d’étre incubée dans l'anticorps
primaire, dilué dans du PBS-tween 0,01% selon la dilution recommandée. L’incubation
s'est déroulée pendant toute la nuit a 4°C. Le lendemain, la membrane a été rincée 3 fois

dans du PBS-tween 0,1% pendant une dizaine de minutes.
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La membrane a ensuite été incubée dans 1’anticorps secondaire approprié, combiné
a un agent fluorescent (/RDye 680 Goat anti-Mouse IgG ou IRDye 800CW Goat anti-
Rabbit IgG, 1:10000, Li-Cor Biosciences, Lincoln, Nebraska, Etats-Unis), dilué selon les
recommandations dans du PBS-tween 0,01% pendant 2 heures a température ambiante.
Trois autres sessions de 10 minutes de lavage au PBS-tween 0,1% ont été effectuées et les
protéines marquées ont €té¢ révélées a I’aide du systeme d’imagerie Odyssey (Li-Cor
Biosciences, Lincoln, Nebraska, Etats-Unis). La quantification des densités optiques des
bandes a été faite a 1’aide du logiciel fourni avec l'appareil (Odyssey, version 3.0.16). Les
anticorps primaires utilisés sont les suivants : anti-ERK1/2 (p44/42) et anti-ERK
phosphorylé (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling Technology, Beverly, Massachusetts, Etats-
Unis) anti-AKT/PKB (Invitrogen, Carlsbad, Californie, Etat-Unis), anti-AKT phosphorylé
1/2/3 (Thr308) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Californie, Etats-Unis) et anti-
actine (Millipore, Billerica, Massachusetts, Etats-Unis). Les dilutions et I’origine de chacun

des anticorps primaires sont présentées dans le Tableau 1.
1.7. Analyse statistique

Les données de 1’hybridation in situ et des immunobuvardages ont €té traitées avec
un test de student (two-tailed t-test) ou une analyse non-paramétrique (test U de Mann-
Whitney) dans les cas ou le test de normalité échouait. Tous les résultats sont présentés

sous la forme moyenne + erreur standard.
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Tableau 1. Liste des anticorps primaires utilisés en immunobuvardage de type
Western.
Protéine Faifs
Anticorps Type/espéce Dilution | moléculaire Source
reconnue
(kDa)
L3 Monoclonal/souris Actine 1/10000 42 Millipore
Clone C4
44-609G Polyclonal/lapin AKT/PKB 1/2000 70 Invitrogen
sc-16646- A Phospho-AKT
R Polyclonal/lapin 1/2/3 (Thr 308) 1/500 70 Santa Cruz
9102 | Polyclonal /lapin | pd4/42 MAPK | 1/6000 44/42 el
Signaling
Phospho-p44/42
9106 | Monoclonal/souris MAPK 1/500 44/42 el
Clone E10 Signaling

(Thr202/Tyr204)
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2. Résultats

2.1. Modulation de la voie MAPK-ERK

Dans le but de répondre a la premiére partie de notre hypothése, soit que la survenue
d’acouphénes induits par le salicylate provoque une plasticité au niveau central, le degré
d’activation et d’expression de la voie MAPK-ERK a été testé. L’évaluation de I’activité de
la voie MAPK-ERK a été réalisée en mesurant [’expression et 1’activation
(phosphorylation) de ERK par immunobuvardage, aprés un traitement au salicylate ainsi
qu’apres deux traitements au salicylate. L’anticorps utilisé pour évaluer la phosphorylation
est spécifique aux résidus phospho-tyrosine et phospho-thréonine du site d’activation, un
domaine bien conservé des protéines ERK. Les densités optiques obtenues pour ERK1 et
ERK2, ainsi que pour pERK1 et pERK2, ont été additionnées pour obtenir les densités
optiques totales de ERK et de pERK. Cependant, ERK2 et pERK2 étaient les isoformes

prédominants. Tous les groupes contiennent 10 échantillons (n=10).

Les niveaux d’expression de ERK dans le cortex frontal (Fr) et ’amygdale (A)
restent inchangés par le traitement au salicylate. Aucune différence significative n’est
observée sur les niveaux de ERK, que ce soit aprés un traitement (Fr: 0,68 + 0,11, p=0,21,
A: 0,83 + 0,12, p=0,38; Figure 6A) ou deux traitements (Fr: 0,68 + 0,14, p=0,79,
A :0,68+ 0,058, p= 0,34; Figure 6B) au salicylate par rapport au groupe contrdle
correspondant & chaque structure (Fr: 1 + 0,14, A: 1 £+ 0,18). L’administration d’un
traitement au salicylate (Fr: 1,06 + 0,22, p=0,85, A : 1,36 £ 0,19, p=0,11; Figure 7A) et de
deux traitements (Fr : 0,99 + 0,14, p=0,62, A : 1,24 + 0,19, p=0,23; Figure 7B) ne cause pas
non plus de changement significatif des niveaux de phosphorylation de ERK par rapport
aux groupe contrdles correspondants (Fr: 1 £ 0,16, A: 1 £0,15).

Pour le cortex auditif, aucun changement significatif n’est observé pour les niveaux
de ERK apreés un traitement au salicylate (0,69 + 0,1, p=0,19; Figure 6A). Par contre, deux
traitements au salicylate entrainent une diminution significative de 1’expression de ERK

(0,68 £ 0,038, * p<0,05; Figure 6B) dans le cortex auditif par rapport au groupe contrdle
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(1 £0,11). En ce qui concerne les niveaux de pERK, aucune différence significative n’est
observée dans le cortex auditif aprés un traitement (1,13 + 0,075, p=0,98; Figure 7A) ou
deux traitements (1,05 = 0,086, p=0,57; Figure 7B) au salicylate par rapport au groupe
contréle (1 = 0,079).

Le traitement au salicylate laisse inchangés les niveaux de ERK dans le cortex
visuel chez les souris traitées une premiére fois (0,85 + 0,051, p=0,094; Figure 6A) au
salicylate ainsi que celles traitées deux fois (1,1 + 0,14, p=0,97, groupe contrdle : 1 + 0,065;
Figure 6B). La figure 7B montre que dans le cortex visuel les rapports pERK/ERK baissent
significativement aprés deux traitements au salicylate (0,64 + 0,06, *** p<0,001)
comparativement aux contréles (1 + 0,059) alors qu’il n’y a pas de différence significative

observée aprés un seul traitement (0,77 + 0,075, p=0,081; Figure 7A).

Dans le colliculus inférieur (CI), le traitement au salicylate n’entraine pas de
changement significatif pour les ratios pERK/ERK aprés un traitement (0,8 + 0,061,
p=0,067; Figure 7A) ou deux traitements (0,93 + 0,067, p=0,68; Figure 7B) au salicylate,
en comparaison avec les animaux contréles (1 + 0,074). En ce qui concerne 1’expression de
ERK, aucune différence significative n’est observée aprés un traitement au salicylate (0,95
+ 0,049, p=0,13; Figure 6A) alors qu’elle diminue significativement aprés deux traitements
au salicylate (0,76 + 0,025, *** p<0,001, groupe contréle: 1 * 0,055; Figure 6B).
Cependant, une tendance a la diminution de l’expression de ERK est tout de méme

observée apreés un traitement au salicylate par rapport au groupe controle.

L’état de phosphorylation de ERK demeure le méme dans le colliculus supérieur
(CS), que ce soit apreés un (1,07 + 0,074; Figure 6A) ou deux traitements au salicylate
(1,11 £ 0,087, p=0,31, groupe contrdle : 1 + 0,11; Figure 6B). Cependant, 1’administration
de salicylate produit une diminution significative de 1’expression de ERK (un traitement :
0,67 £ 0,1, * p<0,05; Figure 6A, deux traitements : 0,59 + 0,1, ** p<0,01; Figure 6B) dans
le CS par rapport au groupe controle (1 £ 0,094).
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Finalement, le traitement au salicylate n’affecte pas significativement les ratios
pERK/ERK dans le cervelet (un traitement: 0,88 *+ 0,068, p=0,081; Figure 7A, deux
traitements : 1,14 *+ 0,068, p=0,13; Figure 7B, groupe contrdle : 1 = 0,071). Toutefois, les
niveaux de ERK augmentent aprés un traitement au salicylate (1,24 + 0,077, * p<0,05;
Figure 6A) et diminuent aprés deux traitements au salicylate (0,76 + 0,046, ** p<0,01,

groupe contréle : 1 £+ 0,045; Figure 6B).

2.2. Modulation de la voie PI(3)K

Dans le but d’apporter d’autres éléments de réponse a la premiére partie de notre
hypothése, soit que la survenue d’acouphénes induits par le salicylate provoque une
plasticité au niveau central, le degré d’activation et d’expression de la voie PI(3)K-AKT a
été testé. L’activité de la PI(3)K est évaluée en fonction de la phosphorylation d’AKT sur la
thréonine 308. Plus la voie est active, plus AKT est phosphorylé. La quantité¢ d’AKT totale
est mesurée pour assurer que les quantités de protéines ne varient pas d’un puits a 1’autre.
La phosphorylation d’AKT sur la thréonine 308 ainsi que I’expression d’AKT ont été
mesurées aprés un traitement au salicylate, ainsi qu’aprés deux traitements au salicylate.

Encore une fois, tous les groupes contiennent 10 échantillons (n=10).

Dans le cortex frontal (Fr) et I'amygdale (A), les niveaux d’AKT demeurent
semblables suite & un traitement au salicylate. Aucune différence significative n’est
observée sur les niveaux d’AKT, que ce soit apres un traitement (Fr: 0,63 + 0,17, p=0,28,
A: 0,81 = 0,077, p=0,66; Figure 8A) ou deux traitements (Fr: 0,94 + 0,27, p=0,57,
A:0,7%+ 0,066, p=0,62; Figure 8B) au salicylate par rapport au groupe contrdle
correspondant a chaque structure (Fr: 1 + 0,26, A : 1 + 0,23). Dans ces deux structures,
I’administration d’un traitement au salicylate (Fr: 0,95 + 0,061, p=0,85, A : 1,73 £ 0,36,
p=0,12; Figure 9A) et de deux traitements (Fr: 0,71 £ 0,13, p=0,14, A: 1,29 *+ 0,33,
p=0,62; Figure 9B) ne cause pas non plus de changement significatif des niveaux de
phosphorylation d’AKT par rapport aux groupes controles correspondants (Fr: 1 + 0,12,
A:110,22).
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Les niveaux d’AKT diminuent significativement dans le cortex auditif aprés un
traitement (0,74 + 0,045, ** p<0,01; Figure 8A) et deux traitements au salicylate
(0,74 £ 0,076, ** p<0,01, groupe contrdle : 1 + 0,075; Figure 8B) alors que les taux de
phosphorylation indiquent plutét une tendance a augmenter. En effet, dans le cas d’un seul
traitement au salicylate (1,62 + 0,13, ** p<0,01; Figure 9A), il y a une augmentation
significative de pAKT alors qu’une tendance a I’augmentation est observée pour 1’état de
phosphorylation d’AKT apres deux traitements au salicylate (1,39 + 0,088, p=0,18, groupe
contrdle : 1 +0,11; Figure 9B).

Pour le cortex visuel, aucun changement significatif n’est observé pour les niveaux
d’AKT aprés un traitement (0,75 +0,093, p=0,12; Figure 8A) ou deux traitements
(1,051 £ 0,2, groupe contrdle : 1 + 0,14; Figure 8B) au salicylate. En ce qui concerne les
niveaux de pAKT, aucune différence significative n’est observée dans le cortex visuel apres
un traitement (1,014 + 0,11, p=0,1; Figure 9A) ou deux traitements (0,88 * 0,18, p=0,25;

Figure 9B) au salicylate par rapport au groupe contréle correspondant (1 £+ 0,12).

La figure 8A montre que dans les colliculi inférieur (CI) (0,80 £ 0,048, * p<0,05,
groupe contréle: 1 * 0,066) et supérieur (CS) (0,57 = 0,12, **p<0,01, groupe
contrdle : 1 + 0,12), ’expression d’AKT baisse significativement aprés un traitement au
salicylate. La figure 8B montre également une baisse significative dans ces deux structures
aprés deux traitements (CI: 0,66 + 0,05, *** p<0,001, groupe contréle: 1 + 0,066,
CS: 0,53 £ 0,078, ** p<0,01, groupe contréle : 1 £ 0,1186). L’administration de salicylate
ne change pas significativement les niveaux de phosphorylation d’AKT chez les souris
traitées une seule fois, dans le CI (2,18 + 0,43, p=0,054, groupe contrdle: 1 + 0,14;
Figure 9A) comme dans le CS (1,6 £ 0,34, p=0,14, groupe controle : 1 £+ 0,26; Figure 9A).
Deux traitements au salicylate n’affectent pas non plus de fagon significative les ratios
pAKT/AKT dans le CI (0,97 £ 0,1, p=0,85, groupe contrdle : 1 + 0,14; Figure 9B) et le CS
(1,36 + 0,25, p=0,24, groupe contrdle : 1 + 0,26; Figure 9B).
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Aucun effet significatif n’est observé dans le cervelet pour les niveaux de
phosphorylation d’AKT, aprés une série d’injections (1,04 + 0,2, p=0,68; Figure 9A) ou
deux séries d’injections (1,18 + 0,14, p=0,47; Figure 9B) de salicylate comparativement au
groupe contréle (1 * 0,16). Un seul traitement au salicylate ne modifie pas
significativement 1’expression d’AKT dans le cervelet (1,21 + 0,16, p=0,12; Figure 8A)
comparativement aux controles (1 + 0,081) alors qu’il y a une baisse significative aprés

deux traitements (0,73 + 0,097, * p<0,05; Figure 8B).

En résumé, I’expression des protéines ERK et AKT a tendance a diminuer dans le
cortex auditif, le colliculus inférieur et le colliculus supérieur suite a un ou deux traitements
au salicylate. Dans le cortex visuel, il y a une diminution significative de pERK aprés deux
traitements au salicylate alors qu’aucun changement significatif n’est observé pour
I’activation d’AKT. Dans le cervelet, I’expression de ERK et d’AKT a tendance a
augmenter apres un traitement au salicylate et diminue significativement dans le cas de
deux traitements, par rapport aux groupes contréles. Finalement, il n’y a aucun changement
significatif de I’expression ou de 1’activation des protéines étudiées dans le cortex frontal et

I’amygdale, que ce soit aprés un traitement ou deux traitements au salicylate.
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Figure 6. A) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux de ERK/actine aprés
un traitement au salicylate et B) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux
de ERK/actine aprés deux traitements au salicylate.

Les niveaux d’expression de la protéine ERK ont été étudiés par immunobuvardage de type
Western pour sept structures anatomiques : le cortex auditif, le cortex visuel, le cortex frontal, le
colliculus inférieur (CI), le colliculus supérieur (CS), le cervelet et I’amygdale. * p<0,05, ** p<0,01
et *** p<0,001 vs contrdle. Les valeurs représentent la moyenne du rapport d'unité
arbitraire + erreur standard de 10 souris Balb/C males adultes par groupe.
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Figure 7. A) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux de pERK/ERK
aprés un traitement au salicylate et B) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les

niveaux de pERK/ERK aprés deux traitements au salicylate.

Les niveaux de phosphorylation de la protéine ERK ont été étudiés par immunobuvardage de type
Western pour sept structures anatomiques : le cortex auditif, le cortex visuel, le cortex frontal, le
colliculus inférieur (CI), le colliculus supérieur (CS), le cervelet et ’amygdale. *** p<0,001 vs
contrdle. Les valeurs représentent la moyenne du rapport d'unité arbitraire + erreur standard de 10

souris Balb/C males adultes par groupe.
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Figure 8. A) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux de AKT/actine aprés
un traitement au salicylate et B) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux
de AKT/actine aprés deux traitements au salicylate.

Les niveaux d’expression de la protéine AKT ont été étudiés par immunobuvardage de type
Western pour sept structures anatomiques : le cortex auditif, le cortex visuel, le cortex frontal, le
colliculus inférieur (CI), le colliculus supérieur (CS), le cervelet et I’amygdale. * p<0,05, ** p<0,01
et *** p<0,001 vs controle. Les wvaleurs représentent la moyenne du rapport d'unité
arbitraire + erreur standard de 10 souris Balb/C madles adultes par groupe.
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Figure 9. A) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux de pAKT/AKT
aprés un traitement au salicylate et B) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les
niveaux de pAKT/AKT aprés deux traitements au salicylate.

Les niveaux de phosphorylation de la protéine AKT ont été étudiés par immunobuvardage de type
Western pour sept structures anatomiques : le cortex auditif, le cortex visuel, le cortex frontal, le
colliculus inférieur (CI), le colliculus supérieur (CS), le cervelet et I’amygdale. ** p<0,01 vs
controle. Les valeurs représentent la moyenne du rapport d'unité arbitraire + erreur standard de 10
souris Balb/C males adultes par groupe.
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2.3. Niveaux d’expression de I’ARNm des NMDAR

Toujours dans 1’optique d’apporter des éléments de réponse a la premiére partie de
notre hypothése, soit que la survenue d’acouphénes induits par le salicylate provoque une
plasticité au niveau central, les niveaux d’expression de I’ARNm de la sous-unité NR1 des
NMDAR ont été évalués. La sous-unité NR1 a été sélectionnée dans cette étude puisque
c’est la seule sous-unité a étre toujours présente dans la composition des NMDAR alors que
la présence des sous-unités NR2 (NR2A, NR2B, NR2C ou NR2D) est variable d’un
récepteur a l’autre. Les trois groupes (contréles, salicylate 1 fois, salicylate 2 fois)

contiennent 10 échantillons (»=10).

En ce qui concerne les niveaux de I’ARNm de la sous-unité NR1, nous avons
observé en hybridation in situ une diminution significative apres un traitement au salicylate
de 300 mg/kg/jour pendant 4 jours (salicylate 1 fois) dans toutes les structures évaluées,
soit le cortex auditif, le cortex visuel et I’amygdale (Figure 10A). Cette diminution est donc
observée non seulement dans les structures auditives, mais également dans les autres
structures, dites non auditives, qui ont été testées. En effet, pour le cortex auditif primaire
(38,29 + 0,85, *** p<0,001), secondaire ventral (38,36 + 0,89, *** p<0,001) et secondaire
dorsal (39,78 + 1,08, *** p<0,001), la moyenne du signal est significativement moins
élevée que celle du groupe contréle correspondant a chaque structure (45,92 + 1,92,
47,38 £ 2,14, 46,75 £ 1,31, respectivement). De méme, les résultats pour le cortex visuel
(40,78 + 1,20, ** p<0,01) et I’amygdale (38,10 + 1,02, ** p<0,01) sont significativement
moins élevés par rapport a ceux des animaux contrdles correspondants (47,83 + 1,59,

44,58 + 1,29, respectivement).

Tout comme en immunobuvardage, nous avons voulu voir ce qui se passait avec un
deuxiéme traitement identique au salicylate aprés une semaine de repos (salicylate 2 fois).
Nous avons alors observé des niveaux de I’ARNm de la sous-unité NR1 comparables a
ceux observés chez les animaux contréles (Figure 10B). En effet, pour le cortex auditif
primaire (48,63 + 1,19, p=0,28), secondaire ventral (48,39 + 1,37, p=0,60) et secondaire
dorsal (49,48 + 1,03, p=0,15) et I’amygdale (45,75 + 0,77, p=0,45), la moyenne du signal
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n’est significativement pas différente de celle obtenue pour le groupe controle
correspondant (45,92 + 1,92, 47,38 + 2,14, 46,75 + 1,31, 44,58 £+ 1,29, respectivement).
Seul le cortex visuel (51,27 + 0,62, * p<0,05) présente une moyenne du signal légerement

plus élevée par rapport au groupe contrdle (47,83 + 1,59).
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Figure 10. A) Effet des acouphénes induits par le salicylate sur les niveaux de ’ARNm des
NMDAR aprés un traitement au salicylate et B) Effet des acouphénes induits par le salicylate
sur les niveaux de PARNm des NMDAR aprés deux traitements au salicylate.

Les niveaux d’expression de I’ARNm de la sous-unit¢ NR1 des NMDAR, évalués par une échelle
arbitraire de luminosité, ont été étudiés par hybridation in situ pour trois structures anatomiques : le
cortex auditif primaire (Aul)/secondaire ventral (AuV)/secondaire dorsal (AuD), le cortex visuel et
I’amygdale. ** p<0,01 et *** p<0,001 vs controle. Les valeurs représentent la moyenne + erreur
standard de 10 souris Balb/C males adultes par groupe.
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3. Discussion

3.1. Modulation de I’expression et de I’activation protéique

Les résultats obtenus au cours de cette étude révélent des changements de
I’expression de ERK et d’AKT pour certaines structures auditives suite a un traitement au
salicylate induisant des acouphénes. Dans le cortex auditif et le colliculus inférieur, une
diminution significative de ERK a été observée apres deux traitements au salicylate alors
qu’aucune différence significative n’a été observée aprés un traitement. Il semble donc que
la voie MAPK-ERK ne soit affectée qu’avec un traitement chronique induisant des
acouphénes. Dans le cas d’AKT, une diminution significative de 1’expression a été
observée dans le cortex auditif et le colliculus inférieur, aprés un et deux traitements au
salicylate. Les résultats obtenus pour le cortex auditif sont en accord avec des études
indiquant une diminution de ’activité dans le cortex auditif primaire suite a un traumatisme
sonore induisant des acouphénes (Brozoski et al., 2007) et une diminution de 1’expression
de la protéine cytosquelettique Arc/Arg3.1 dans le cortex auditif suite & un traitement au
salicylate induisant des acouphénes (Panford-Walsh et al., 2008). Une diminution de
’expression de Arc/Arg3.1, ainsi que de BDNF et c-fos, a également été démontrée dans le
cortex auditif primaire aprés un traumatisme sonore induisant des acouphénes (Tan et al.,
2007). Le produit de transcription Arc est par ailleurs connu comme étant un géne précoce
enti¢rement dépendant de 1’activation de la cascade des MAPK (Waltereit et al., 2001).
Ainsi, un lien concordant peut étre établi entre la diminution de 1’expression de ERK et
celle de Arc/Arg3.1 aprés un traitement au salicylate induisant des acouphénes. De plus,
comme les voies MAPK-ERK et PI(3)K-AKT sont toutes deux des effecteurs de la GTPase
Ras, il n’est pas surprenant que les changements observés aillent dans le méme sens. Ces
diminutions d’expression protéique suggerent une réduction de 1’efficacité synaptique et de
I’état d’excitabilité générale dans le cortex auditif et dans le colliculus inférieur en réponse

aux acouphénes induits par le salicylate et par un traumatisme sonore.

Une diminution significative de 1’expression de ERK et d’AKT est également

observée dans le colliculus supérieur, que ce soit aprés un ou deux traitements au salicylate.
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Il semble donc que des altérations du systeme auditif peuvent provoquer des modifications
de la plasticité synaptique dans des structures non auditives. Des résultats dans la littérature
ont d’ailleurs suggéré des répercussions dans des structures cérébrales non auditives suite a
un traitement au salicylate (Wallhausser-Franke et al., 2003) et & un traumatisme sonore
(Kraus et al., 2010), tous deux induisant des acouphénes. De plus, il y aurait des
connections entre le cortex auditif et le colliculus supérieur (Mezzalira et al., 2007). Ainsi,
il est possible que les mémes répercussions soient observées dans le cortex auditif et le
colliculus supérieur, comme c’est le cas ici avec I’observation de diminutions d’expression

des protéines ERK et AKT.

De fagon surprenante, une augmentation de 1’expression de ERK et une tendance a
augmenter pour AKT dans le cervelet ont été observées aprés un traitement au salicylate
alors qu’il y avait une diminution significative de I’expression des deux protéines apres
deux traitements au salicylate. Cependant, des connections auditives vers le cervelet ont
déja été documentées chez 1’animal (Gacek, 1973; Aitkin and Boyd, 1975; Huang et al,,
1982; Azizi et al., 1985; Morest et al., 1998) et une étude de cas a rapporté des anomalies
cérébrales en conjonction avec la présence d’acouphénes (Shulman and Strashun, 1999).
Les résultats d’imagerie par résonance magnétique d’une étude chez le rat ont également
indiqué une modification de I’activité cérébelleuse suite & un traitement induisant des

acouphénes (Brozoski et al., 2007).

Finalement, aucune différence de I’activation de ERK n’a ¢té observée sauf apres
deux traitements au salicylate dans le cortex visuel. Comme mentionné plus tot, ERK serait
impliqué dans des changements de plasticité qui surviennent dans le cortex visuel (Di
Cristo et al., 2001). Le changement d’activation de ERK pourrait donc étre dii a son
implication au niveau du cortex visuel plutét qu’aux acouphénes en tant que tel. Pour
’activation d’AKT, aucune différence n’a été observée excepté dans le cortex auditif. En
effet, il y a une augmentation de ’activation d’AKT aprés un traitement au salicylate alors
qu’une diminution de I’expression d’AKT a été observée. Il semble donc y avoir un effet de
compensation de la diminution d’expression d’AKT par une augmentation de sa

phosphorylation aprés un traitement au salicylate.
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Suite & une administration de salicylate, des études ont démontré une augmentation
de I’activité spontanée des fibres auditives (Evans et al., 1981; Evans and Borerwe, 1982)
et des neurones du colliculus inférieur (Jastreboff and Sasaki, 1986) ainsi qu’une élévation
de I’activité métabolique dans les noyaux auditifs (Kauer et al., 1982; Wallhausser-Franke
et al., 2003). Ces études suggérent ainsi une augmentation de ’activité neuronale dans les
voies auditives qui pourrait représenter un corrélat des acouphénes. Les divergences entre
les résultats de ces études et les nodtres peuvent étre expliquées de deux fagons.
Premiérement, des facteurs méthodologiques pourraient étre la cause de ces divergences :
les doses de salicylate administrées, la durée du traitement et la méthode d’injection. En
effet, une dose de 300 mg/kg de salicylate pendant 4 jours a été administrée en 1.p. dans
cette étude alors que les autres études mentionnées utilisaient des traitements différents de
salicylate, variant entre 350 mg/kg (Wallhausser-Franke et al., 2003), 400 mg/kg (Evans et
al., 1981) et 450 kg/mg (Jastreboff and Sasaki, 1986) en une seule injection et parfois
directement injectée sur les cellules de la structure étudiée plutét que sur 1’animal
(Jastreboff and Sasaki, 1986). Deuxiémement, les diminutions d’expression de ERK et
d’AKT peuvent étre expliquées par une diminution de 1’état d’activité des structures
nerveuses dans le cortex auditif et le colliculus inférieur. En effet, des doses suffisantes de
salicylate provoquent non seulement des acouphénes, mais également des pertes auditives.
Les acouphénes induits par le salicylate affectent uniquement les fréquences pour lesquelles
la densité de neurones auditifs primaires est la plus élevée alors que les pertes auditives
induites par le salicylate touchent toutes les fréquences. Lorsque 1’on fait les prélévements
pour effectuer les immunobuvardages de type Western, on prend la totalité de chaque
structure. Par conséquent, les neurones prélevés sont non seulement ceux régulant les
acouphénes mais ¢galement les pertes auditives. L’hyperexcitabilité associée aux
acouphénes (Cazals, 2000; Kaltenbach and Afman, 2000; Eggermont and Roberts, 2004)

est donc doublement annulée par la baisse d’audition affectant toutes les fréquences.

D’autre part, des différences de 1’activation entre ERK et AKT ont été observées
dans le cortex auditif. L’augmentation de la phosphorylation d’AKT, mais pas de ERK,
aprés un traitement au salicylate, refléte un certain niveau de plasticité provoquée par les

acouphénes induits par le salicylate. Cette plasticité serait fonctionnelle, puisqu’elle semble
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liée uniquement a la phosphorylation d’AKT, plutét que structurale et donc liée a la
phosphorylation de ERK, a I’activation de la cascade des MAPK et, par conséquent, a
I’infrastructure du cytosquelette. Ce résultat n’était pas imprévisible puisque le salicylate
induit des acouphénes réversibles et ainsi, une plasticité fonctionnelle aurait le temps de

s’installer, ce qui n’est pas le cas d’une plasticité structurale.
3.2. Modulation des niveaux d’expression de ’ARNm des NMDAR

Les résultats obtenus en hybridation in sifu indiquent des niveaux réduits de
I’ARNm des NMDAR aprés un traitement au salicylate. Les effets sont observés dans des
zones tant auditives que non auditives, mais seulement pour un premier traitement au
salicylate. Un second traitement identique au salicylate renverse les effets observés aprés
un premier traitement, suggérant que les altérations centrales observées ne sont pas
nécessairement directement liées a la perception des acouphénes induits par le salicylate. Il
ne semble pas s’agir d’un effet non spécifique du salicylate puisque d’autres études ont
également rapporté des effets dans certaines structures non auditives suite a un traumatisme

sonore induisant des acouphénes (Kraus et al., 2010).

Ainsi, nos résultats suggérent qu’un traitement au salicylate induisant des
acouphénes provoque des altérations des niveaux d’expression de I’ARNm de protéines
impliquées dans la plasticité synaptique. Etant donné qu’un second traitement de salicylate
ne semble pas avoir d’effet au niveau central mais qu’'il y a quand méme présence
d’acouphénes, nos résultats semblent confirmer 1’origine périphérique des acouphénes, tout
en montrant que ces altérations périphériques s’accompagnent d’effets centraux, ainsi

qu’un effet d’adaptation a long terme.
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CHAPITRE 111

L’ANXIETE RELIEE AUX
ACOUPHENES INDUITS PAR LE
SALICYLATE
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1. Matériels et méthodes
1.1. Animaux

Nos expériences ont été réalisées sur des souris Balb/C males adultes, dgées de
70+ 4 jours. Les animaux provenaient des Laboratoires Charles River (Saint-Constant,
Québec, Canada). Un total de 159 animaux a été utilisé au cours des expériences présentées
dans cette seconde partie. Lors des expériences, les animaux ont été gardés soit a
I’animalerie du Centre de Recherche du CHUL (Centre Hospitalier de 1’Université Laval),
soit a I’animalerie du Centre de recherche Université Laval Robert-Giffard (CRULRG)
dans un environnement contrdlé en température (22 +3°C), en humidité relative
(50 + 10%) et en cycle de lumiére (12 heures, 7h a 19h). Les animaux ont eu acces en tout
temps a de la nourriture et de I’eau. Tous les protocoles de cette étude ont été approuvés par
le Comité de Protection des Animaux du CHUL (CPAC, autorisations 07-051-1 et 07-051-
2) et par le Comité de Protection des Animaux de 1’Université Laval (CPAUL,
autorisations 2009039-1 et 2009039-2). Le maintien des animaux dans les animaleries ainsi
que I’ensemble des expérimentations réalisées respectaient les normes du Conseil Canadien

de Protection des Animaux (CCPA).
1.2. Traitements pharmacologiques

Treize groupes ont été utilisés pour évaluer 1’anxiété liée aux acouphénes. La liste
des différents groupes est présentée dans le Tableau 2. Les animaux du groupe contrdle
(n=12) n’ont regu aucune injection. Un second groupe controle a été constitué (n=12), dans
lequel les animaux ont re¢u des injections de sérum physiologique pendant 4 jours (une
injection quotidienne unique de 10 ml’kg de sérum physiologique en i.p.). Les animaux de
cinq autres groupes ont recu des traitements au salicylate de sodium (Sigma Aldrich, St-
Louis, Missouri, Etats—Unis), a différentes concentrations: 50 mg/kg/jour (n=11),
150 mg/kg/jour (n=10), 200 mg/kg/jour (n=10), 250 mg/kg/jour (»=10) et 300 mg/kg/jour
(n=13). Ces traitements au salicylate consistaient en une injection intrapéritonéale

quotidienne de salicylate de sodium dissout dans du sérum physiologique durant 4 jours
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consécutifs. Les animaux d’un groupe supplémentaire (»=10) ont regu des injections de
300 mg/kg/jour de salicylate, mais seulement sur 2 jours au lieu de 4. Deux autres groupes
ont regu une injection unique de méta-chlorophénylpipérazine (mCPP). Le premier groupe
(n=10) a re¢u une concentration de 0,1 mg/kg de mCPP et I’autre groupe (n=11), une
concentration de 0,5 mg/kg. Finalement, les derniers groupes ont été traités avec une
combinaison de salicylate et de mCPP. Un premier groupe (n=10) a regu des injections de
salicylate 300 mg/kg/jour pendant 4 jours et une injection de mCPP 0,5 mg/kg au quatriéme
jour d’injection, en plus de I'injection de salicylate. Le méme traitement a été¢ donné a un
second groupe (n=10), mais les injections ont cette fois été effectuées sur deux sites
différents de 1’animal. Toutes les injections ont été faites sur le coté droit du ventre de
I’animal, excepté pour ce groupe ou I’injection de salicylate a été effectuée sur la partie
droite de 1’animal, comme a 1’habitude, alors que I’injection de mCPP a été faite sur le coté
gauche du ventre de I’animal. Finalement, un dernier groupe (»=10) a également été traité
avec une combinaison de salicylate 300 mg/kg/jour et de mCPP 0,5 mg/kg, mais seulement
sur 2 jours au lieu de 4. Toutes les injections ont été effectuées par voie intrapéritonéale et
ont été réalisées tous les jours approximativement a la méme heure, soit vers 12h pour les
injections de salicylate et vers 13h15 pour les injections de mCPP. Le moment pour évaluer
le comportement d’anxiété (deux heures aprés la derniére injection de salicylate et 45
minutes aprés l’injection de mCPP) a été déterminé en fonction des résultats d’études
démontrant que les acouphénes atteignent une intensité maximale deux heures aprés la
derniére injection de salicylate (Cazals, 2000; Guitton et al. 2003) et que 1’anxiété est a son

apogée 45 minutes apres I'injection de mCPP (Bourin et al., 1998).

1.3. Mesure de I’anxiété par le test de la boite a deux compartiments

Le paradigme de la boite & deux compartiments (ou boite blanche et noire) a été
utilisé afin d’évaluer 1’anxiété chez les souris (Crawley and Goodwin, 1980). Ce test est
basé sur I’aversion naturelle des souris pour la lumiére et sur leur comportement
d’exploration spontané dans un nouvel environnement, et posséde une bonne sensibilité aux
traitements pharmacologiques anxiolytiques (Crawley, 1985). Les expériences ont été

réalisées dans une boite en plastique transparente (32 cm x 17 cm x 18,5 ¢cm) divisée en
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deux compartiments. Le premier compartiment (compartiment « noir ») est peint en noir et
couvert d’une feuille transparente rouge, assurant a la fois 1’obscurité du compartiment et
permettant & I’observateur de voir ’animal. Le second compartiment (compartiment
« blanc ») est transparent et exposé a la lumiere. Une petite ouverture (4 cm x 4 cm) permet
a la souris de passer de 1'un des compartiments a I’autre. Au départ, la souris est placée
dans le compartiment noir et différents paramétres peuvent étre mesurés pendant une
période de 5 minutes. Le paramétre évalué pour cette étude est la latence de sortie, qui
représente le temps que 1’animal prend pour entrer dans le compartiment blanc la premiére
fois. Les tests de comportement ont été effectués deux heures aprés la derniére injection de

salicylate et 45 minutes apres I’injection de mCPP, lorsqu’il y avait lieu.

1.4. Analyse statistique

Les données de latence de sortie ont été analysées avec un test de student (two-
tailed t-test) ou une analyse non-paramétrique (test U de Mann-Whitney) dans les cas ou le
test de normalité échouait. Tous les résultats sont présentés sous la forme moyenne + erreur

standard.



Tableau 2. Groupes expérimentaux de comportement.
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Nom du groupe Traitement pharmacologique N
Controles Aucun 12
Sérum physiologique Injection quotidienne de sérum physiologique pendant 4 jours 12
Salicylate 50 mg/kg Injection quotidienne de saglggrlstc 50 mg/kg/jour pendant 4 11
Salicylate 150 mg/kg Injection quotidienne de salgcc:)}lf]l;te 150 mg/kg/jour pendant 4 10
Salicylate 200 mg/kg Injection quotidienne de sal}c(:))llllraste 200 mg/kg/jour pendant 4 10
Salicylate 250 mg/ke Injection quotidienne de sal;c:;ilrzte 250 mg/kg/jour pendant 4 10
Salicylate 300 mg/kg ou Injection quotidienne de salicylate 300 mg/kg/jour pendant 4 13
salicylate 4 jours jours

mCPP 0,1 mg/kg Injection unique de mCPP 0,1 mg/kg 10
mCPP 0,5 mg/kg Injection unique de mCPP 0,5 mg/kg 11

Salicylate + mCPP .Injectlon quotlfll.enn.e de sa}llcylate 300 mg/kg/jour pendant.4
: . jours, plus une injection unique de mCPP 0,5 mg/kg au dernier 10

ou salicylate (4j) + mCPP ; 5 ;
jour, au meme site

Injection quotidienne de salicylate 300 mg/kg/jour pendant 4

Salicylate + mCPP 2 sites | jours, plus une injection unique de mCPP 0,5 mg/kg au dernier 10
jour, sur deux sites différents
Salicylate 2 jours Injection quotidienne de salj_cylate 300 mg/kg/jour pendant 2 10
jours

Injection quotidienne de salicylate 300 mg/kg/jour pendant 2

Salicylate (2j) + mCPP jours, plus une injection unique de mCPP 0,5 mg/kg au dernier 10

jour
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2. Résultats

Le deuxiéme volet de notre hypothése stipule que la survenue d’acouphénes induits
par le salicylate provoque des altérations comportementales d’anxiété. Dans le but de
répondre a cet aspect de notre hypothése centrale, les niveaux d’anxiété ont été testés suite
a différents traitements impliquant le salicylate, agent anti-inflammatoire non-stéroidien
induisant des acouphénes a des doses connues, et le mCPP, un agent anxiogénique. Les
mesures comportementales d’anxiété ont été évaluées par la latence de sortie des animaux

vers le coté éclairé de la boite a deux compartiments.

La latence de sortie des animaux contrdles non traités €tait de 5,33 £ 1 secondes
(n=12) (Figure 11). Un traitement de sérum physiologique de 10 mL/kg pendant 4 jours ne
produit pas d’augmentation significative de la latence de sortie (6,92 + 1,66 secondes,

n=12, p=0,42 par rapport au groupe contrdle) (Figure 11).

La validation de la technique de mesure comportementale de I’anxiété a 1’aide de la
boite a deux compartiments a été faite grace a I'utilisation d’un agent anxiogénique, le
mCPP. L’injection de mCPP a faible concentration (soit 0,1 mg/kg) ne produit pas de
réponse comportementale d’anxiété, c’est-a-dire que les données de latence de sortie du
groupe mCPP 0,1 (6,10 + 1,27 secondes, n=10) sont comparables a celles obtenues pour les
animaux contrdles (p=0,64 par rapport aux animaux contrdles non traités, et p=0,71 par
rapport aux animaux ayant regu un traitement au sérum physiologique) (Figure 11). Au
contraire, une dose plus élevée de mCPP (0,5 mg/kg), reconnue comme anxiogéne, entraine
une augmentation significative de la latence de sortie des animaux traités (19,82 £+ 6,27
secondes, n=11, * p<0,05 par rapport aux animaux controles non traités, et * p<0,05 par
rapport aux animaux ayant regu un traitement au sérum physiologique) (Figure 11). Nos
résultats confirment que la boite & deux compartiments mesure bel et bien les niveaux

d’anxiété des animaux.

Par la suite, nous avons vérifié ’effet de différentes concentrations de salicylate,

inférieures a la concentration de 300 mg/kg/jour pendant 4 jours qui est connue pour
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produire des acouphénes dans 100% des cas. Aucune augmentation significative de la
latence de sortie n’a été observée pour des traitements avec des concentrations de
50 mg/kg/jour (7,18 + 0,86 secondes, n=11, p=0,18 par rapport aux animaux contréles non
traités, p=0,89 par rapport aux animaux ayant regu un traitement au sérum physiologique),
150 mg/kg/jour (9 + 1,94 secondes, »=10, p=0,093 par rapport aux animaux contrdles non
traités, et p=0,42 par rapport aux animaux ayant re¢u un traitement au sérum
physiologique) et 200 mg/kg/jour (6 + 1,26 secondes, n=10, p=0,68 par rapport aux
animaux contrdles non traités, et p=0,68 par rapport aux animaux ayant re¢u un traitement
au sérum physiologique) (Figure 12). Un traitement a la concentration de 250 mg/kg/jour,
plus proche de la concentration décisive de 300 mg/kg/jour, provoquait une augmentation
marquée, mais non significative, de la latence de sortie (11,2 + 3,45 secondes, n=10, p=0,15
par rapport aux animaux contréles non traités, et p=0,34 par rapport aux animaux ayant
re¢u un traitement au sérum physiologique) (Figure 12). Le résultat obtenu pour ce groupe
donne I'illusion d’une réponse intermédiaire entre les concentrations de 200 mg/kg/jour et
de 300 mg/kg/jour. Cependant, il faut noter que les latences de sortie obtenues pour le
groupe de 250 mg/kg/jour étaient divisées en deux groupes de valeurs avec un certain écart,
soit des latences de sortie courtes comparables a celles obtenues pour les groupes contrdles
et des latences de sortie plus élevées comparables a celles obtenues pour le groupe traité
avec 300 mg/kg/jour. Le traitement au salicylate a la concentration de 300 mg/kg/4j de
salicylate provoquait une augmentation significative de la latence de sortie des animaux
(18,31 £ 2,37 secondes, n=13, *** p<0,001 par rapport aux animaux contréles non traités,

et ** p<0,01 par rapport aux animaux ayant re¢u un traitement au sérum physiologique)

(Figure 12).

Nous avons également vérifié I’effet sur les niveaux d’anxiété d’un traitement au
salicylate 300 mg/kg/jour sur 2 jours seulement. Nous avons obtenu, pour le groupe traité
pendant 2 jours, une moyenne des latences de sortie intermédiaire (14,1 £ 3,27 secondes,
n=10) entre celle obtenue pour le groupe traité pendant 4 jours et le groupe contréle (Figure
13). Cette latence de sortie est significativement différente par rapport aux animaux
contréles non traités (* p<0,05), et presque significativement différente par rapport aux

animaux ayant regu un traitement au sérum physiologique (p=0,06) (Figure 13).
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Par la suite, nous avons exploré davantage les liens entre les acouphénes et 1’anxiété
en allant voir si un anxiogéne pouvait exacerber I’anxiété associée aux acouphénes. Les
résultats de la co-injection de salicylate 300 mg/kg/jour et de mCPP 0,5 mg/kg, qu’elle soit
effectuée au méme site (5,4 + 1,29 secondes, n=10) ou sur deux sites différents (5,9 + 1,24
secondes, #=10), indiquent que les niveaux d’anxiété sont comparables a ceux obtenus pour
les animaux contréles (p=0,97 et p=0,72, respectivement, par rapport aux animaux
contrdles non traités, et p=0,49 et p=0,64, respectivement, par rapport aux animaux ayant
regu un traitement au sérum physiologique) (Figure 14). Nous avons également comparé les
résultats obtenus pour la concentration de 300 mg/kg/4j de salicylate et celle de 0,5 mg/kg
de mCPP. Il est intéressant de noter que le salicylate induit une réponse comportementale
d’anxiété similaire a celle d’un agent anxiogénique, c’est-a-dire que la moyenne des
latences de sortie obtenue pour les animaux traités avec une concentration de 300 mg/kg/4j
de salicylate (18,31 + 2,37 secondes, n=13, p=0,32) n’est pas significativement différente
de celle obtenue pour les animaux traités avec une injection unique de 0,5 mg/kg de mCPP
(19,82 + 6,27 secondes, n=11) (Figure 14). Finalement, nous avons test¢ 1’effet d’un
traitement au salicylate 300 mg/kg/jour sur 2 jours combiné avec une injection unique de
mCPP 0,5 mg/kg. Tout comme pour le groupe traité sur 4 jours, nous avons obtenu une
moyenne des latences de sortie pour les animaux traité sur 2 jours (4,6 + 0,98 secondes,
n=10) comparable a celle obtenue pour les animaux contréles (p=0,61 par rapport aux
animaux controles non traités, et p=0,48 par rapport aux animaux ayant recu un traitement

au sérum physiologique) (Figure 15).
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Figure 11. Effet d’une injection i.p. unique d’un agent anxiogénique, le mCPP, sur une
réponse comportementale d’anxiété.

Le graphique présente les latences de sortie, reflétant les niveaux d’anxiété des animaux et
mesurées a 1’aide d’une boite a deux compartiments, pour quatre groupes ayant regu des traitements
différents : aucune injection (contréles), une injection unique de sérum physiologique ou une
injection unique de méta-chlorophénylpipérazine (mCPP) 0,1 mg/kg ou 0,5 mg/kg. * p<0,05 vs
contréle non traité; § p<0,05 vs contréle traité au sérum physiologique. Les valeurs représentent la
moyenne des latences de sortie (en secondes) & erreur standard de 10 souris Balb/C maéles adultes
par groupe.
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Figure 12. Effet de I’injection i.p. de salicylate, a différentes concentrations pendant 4 jours,
sur une réponse comportementale d’anxiété.

Le graphique présente les latences de sortie, reflétant les niveaux d’anxiété des animaux et
mesurées a I’aide d’une boite a4 deux compartiments, pour sept groupes ayant regu des traitements
différents : aucune injection (contrdles), une injection unique de sérum physiologique ou une
injection de salicylate 50, 150, 200, 250 ou 300 mg/kg/jour pendant 4 jours. *** p<0,001 vs
contrdle non traité; §§ p<0,01 vs contréle traité au sérum physiologique. Les valeurs représentent la
moyenne des latences de sortie (en secondes) + erreur standard de 10 souris Balb/C méles adultes

par groupe.
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Figure 13. Effet de I’injection i.p. de salicylate 300 mg/kg/jour, pendant 2 jours et 4 jours, sur
une réponse comportementale d’anxiété.

Le graphique présente les latences de sortie, reflétant les niveaux d’anxiété des animaux et
mesurées a 1’aide d’une boite & deux compartiments, pour quatre groupes ayant regu des traitements
différents : aucune injection (contrdles), une injection unique de sérum physiologique ou une
injection de salicylate 300 mg/kg/jour, administrée pendant 2 jours ou 4 jours. * p<0,05 vs contréle
non traité; *** p<0,001 vs contrble non traité; §§ p<0,01 vs controle traité au sérum physiologique.
Les valeurs représentent la moyenne des latences de sortie (en secondes) = erreur standard de 10
souris Balb/C males adultes par groupe.
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Figure 14. Effet de la co-injection i.p. de salicylate 300 mg/kg/jour et de mCPP 0,5 mg/kg, au
méme site ou sur deux sites différents, sur une réponse comportementale d’anxiété.

Le graphique présente les latences de sortie, reflétant les niveaux d’anxiété des animaux et
mesurées a I’aide d’une boite a deux compartiments, pour six groupes ayant regu des traitements
différents : aucune injection (contrles), une injection de sérum physiologique, une injection de
méta-chlorophénylpipérazine (mCPP) 0,5 mg/kg, une injection de salicylate 300 mg/kg, une
co-injection de salicylate 300 mg/kg/jour pendant 4 jours et d’une dose unique de mCPP 0,5 mg/kg
au 4° jour, sur le coté droit de I’animal (salicylate + mCPP) ou une co-injection de salicylate
300 mg/kg/jour pendant 4 jours, sur le coté droit du corps de I’animal, et d'une dose unique de
mCPP 0,5 mg/kg au 4° jour, sur le c6té gauche du corps de 1’animal (salicylate + mCPP (2 sites)).
* p<0,05 vs contréle non traité; *** p<0,001 vs contrle non traité; §§ p<0,01 vs contrdle traité au
sérum physiologique. Les valeurs représentent la moyenne des latences de sortie (en
secondes) + erreur standard de 10 souris Balb/C méles adultes par groupe.
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Figure 15. Effet de la co-injection i.p. de salicylate 300 mg/kg, pendant 2 jours, et de mCPP
0,5 mg/kg, et de la co-injection de salicylate 300 mg/kg, pendant 4 jours, et de mCPP 0,5
mg/kg, sur une réponse comportementale d’anxiété.

Le graphique présente les latences de sortie, reflétant les niveaux d’anxiété des animaux et
mesurées a 1’aide d’une boite a deux compartiments, pour quatre groupes ayant recu des traitements
différents : aucune injection (contréles), une injection de sérum physiologique, une co-injection de
salicylate 300 mg/kg/jour pendant 2 jours et d’une dose unique de mCPP 0,5 mg/kg au 2° jour
(salicylate (2j) + mCPP) ou une co-injection de salicylate 300 mg/kg/jour pendant 4 jours et d’une
dose unique de mCPP 0,5 mg/kg au 4° jour (salicylate (4j) + mCPP). Les valeurs représentent la
moyenne des latences de sortie (en secondes) + erreur standard de 10 souris Balb/C maéles adultes
par groupe.
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3. Discussion

La méthodologie que nous avons utilisée pour mesurer 1’anxiété chez I’animal est la
méthode de la boite a deux compartiments, adaptée a partir du protocole original de
Crawley et collaborateurs (Crawley and Goodwin, 1980). La boite a deux compartiments
représente I’une des méthodes les plus largement utilisées pour mettre en évidence les états
émotionnels isomorphiques a 1’anxiété chez les rongeurs (Crawley, 2000). En effet,
I’injection de mCPP, agent anxiogénique reconnu (Charney et al., 1987; Bilkei-Gorzo,
1998; Bourin et al., 1998; De Vry et al., 2003; Guitton and Dudai, 2004; Guitton et al.,
2005; Guitton et al., 2008), provoque une réponse anxieuse chez I’animal a des
concentrations élevées, tandis qu’aucune réponse comportementale anxieuse n’est observée
pour des concentrations faibles de mCPP. Cette absence de réponse anxieuse pour des
concentrations faibles de mCPP, couplée a 1’absence de réponse anxieuse pour des
injections de sérum physiologique, démontre bien la spécificité de ce test pour les états
émotionnels de type anxieux (notamment par rapport a un stress qui pourrait étre lié a la
contention ou la méthode d’injection). Un traitement au salicylate produisait également une

réponse anxieuse.

Cependant, une question importante était de savoir si 1’anxiété observée était
simplement concomitante aux acouphénes, ou si elle était induite par les acouphénes. Le
salicylate, comme tout agent pharmacologique, a des effets propres qui sont dépendants de
la dose injectée (effet dit « dose-réponse »). Par contre, il a été démontré que 1’induction
d’acouphénes par le salicylate suivait une loi de seuil. En d’autres termes, les acouphénes
n’apparaissent qu’aprés une certaine dose de salicylate, indépendamment des autres effets
secondaires du salicylate (Jastreboff, 1988a; Jastreboff and Sasaki, 1994; Cazals et al.,
1998; Cazals, 2000; Guitton et al., 2003; Guitton and Puel, 2004; Puel and Guitton, 2007).
Dans le cas des rongeurs, la dose nécessaire pour induire des acouphénes dans 100% des
cas est de 300 mg/kg/jour pendant 4 jours (Jastreboff, 1988a; Jastreboff and Sasaki, 1994;
Cazals, 2000; Guitton et al., 2003; Guitton and Puel, 2004; Guitton and Dudai, 2007). Dans
nos expériences, 1'utilisation de doses plus faibles (allant de 50 a 200 mg/kg/jour pendant 4

jours) ne suffisait pas & provoquer d’augmentation quantifiable des niveaux d’anxiété des
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animaux, suggérant trés fortement que I’anxiété observée était bel et bien induite par les

acouphenes, ou du moins corrélée avec ces derniers, et non pas simplement concomitante.

Le cas des animaux ayant regu une concentration de 250 mg/kg/jour de salicylate est
un peu particulier. En effet, le résultat moyen semblait étre intermédiaire entre une absence
d’anxiété et une anxiété forte telle que celle observée avec le traitement de 300 mg/kg/jour.
Cependant, les animaux se divisaient clairement en deux groupes distincts : un premier
groupe ne présentant aucune réponse de type comportementale d’anxiété, et un second
groupe présentant une réponse équivalente a celle observée chez les animaux traités avec
300 mg/kg/jour. Ainsi, la concentration de 250 représente trés probablement le point de
seuil véritable : en-dessous, aucun animal ne ressent d’acouphénes : au-dessus, tous les
animaux pergoivent des acouphénes. Ainsi, la mise en évidence indirecte via des mesures
d’anxiété de cette concentration possédant un taux de réponse de 50% en plus de la
concentration de 300 mg/kg/jour provoquant des acouphénes dans 100% des cas est des
plus intéressantes, car elle offre un outil pharmacologique supplémentaire pour développer
et calibrer de nouveaux modeles expérimentaux d’acouphénes. En effet, rappelons ici que,
dans le cas de rats Wistar, certaines études ont montré que seulement 48% des animaux
présentaient des acouphénes aprés une exposition a un traumatisme sonore de 130 dB SPL
pendant 15 minutes (Guitton and Dudai, 2007). Cette variabilité quant a la vulnérabilité aux
acouphénes fait d’ailleurs écho a ce qui est observé chez les patients humains (Chung et al.,
1984; Dieroff and Meissner, 1987). Ainsi, la découverte des effets sur I’anxiété induite par
les acouphénes d’une dose de 250 mg/kg/jour de salicylate nous procure un outil
supplémentaire pour étudier la variabilité interindividuelle de vulnérabilité aux acouphénes,
élément essentiel si ’on veut un jour développer une approche pharmacogénétique pour

traiter les acouphenes.

Les études comportementales antérieures avaient montré que, si la survenue
d’acouphénes dépendait d’un seuil limite au niveau de la concentration de salicylate
utilisée, les acouphénes apparaissaient progressivement suivant un décours temporel
régulier au cours des 4 jours du traitement (Guitton et al., 2003; Guitton et al., 2005). Dans

notre cas, des niveaux d’anxiété intermédiaires étaient observés deés le second jour,
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suggérant que les niveaux d’anxiété suivaient de maniére trés proche les niveaux de
perception des acouphénes. Ainsi, il semble donc que non seulement I’anxiété peut
potentialiser la perception d’acouphénes déja présents (Guitton et al., 2005; Guitton 2006),

mais que les acouphénes induits par le salicylate produisent de 1’anxiété chez 1’animal.

Du point de vue neurobiologique, I’anxiété est un phénomeéne complexe qui met en
jeu de nombreuses structures anatomiques et plusieurs systemes de neurotransmetteurs
(Bourin et al., 1998; Lader and Udhe, 2006; Holmes and Quirk, 2010; Knoll and Carlezon,
2010; Narayan and Dragunow, 2010; Rotzinger et al., 2010). Nous avons donc cherché a
quantifier la contribution de I'un de ces systémes, le systéme sérotoninergique, dans
I’anxiété induite par les acouphénes. Le choix de ce systéme particulier a été fait pour
plusieurs raisons. Premiérement, le systéme sérotoninergique est un systéme impliqué de
maniére extrémement forte dans les réactions d’anxiété (Lesch et al., 1996; Ramboz et al.,
1998; Manji et al., 2001; Snyder, 2002). Deuxiémement, dans le débat existant entre
origine centrale et périphérique des acouphénes (voir I'Introduction de ce Mémoire), le
systéme sérotoninergique jouit d’une place intéressante. En effet, tandis que I’immense
majorité des systemes de neurotransmetteurs sont présents dans la cochlée, 1’application
cochléaire d’agonistes ou d’antagonistes sérotoninergiques n’a aucun effet physiologique
observable, que se soit en conditions normales ou pathologiques (Eybalin, 1993; Puel,

1995; Guitton et al., 2005; Guitton and Dudai, 2007).

De maniére surprenante, la co-injection aprés un traitement de salicylate de
300 mg/kg/jour pendant 4 jours avec |’agent sérotoninergique anxiogénique qu’est le mCPP
n’exacerbait pas davantage les niveaux d’anxiété, mais au contraire semblait abolir cette
anxiété. Craignant un artefact qui aurait pu étre lié a la dégradation du mCPP par le
salicylate (les injections, bien que séparées dans le temps, ayant été faites dans le méme site
d’injection afin de réduire I’inconfort de 1’animal), nous avons reproduit ces expériences en
utilisant non pas un, mais deux sites d’injection différents. Les résultats obtenus donnent
des valeurs semblables a celles obtenues lorsque les agents étaient injectés au méme site,
c’est-a-dire qu’encore une fois, le mCPP semblait renverser I’anxiété associée aux

acouphénes induits par le salicylate. A partir de ce résultat, nous avons pu émettre



82

I’hypothése que 1’anxiété causée par les acouphénes induits par le salicylate met en jeu le
systéme sérotoninergique. Dans ce cas, ce systéme serait saturé et le mCPP aurait alors un
effet opposé, c’est-a-dire qu’il devient anxiolytique plutét qu’anxiogénique. Cette action
particuliére mixte du mCPP dans des situations d’anxiété sérotoninergique a déja été
rapportée dans la littérature (Bourin et al., 1998). En effet, le mCPP peut se comporter tant
comme un antagoniste que comme un agoniste, selon la sous-unité des récepteurs 5-HT

concernée (Kahn and Wetzler, 1991; Bourin et al., 1998).

Premiérement, il a été suggéré que le mCPP agirait comme un agoniste partiel sur la
sous-unité S-HT1A (Odagaki et al., 2005). Des études portant sur les effets du mCPP sur
I’hydrolyse des phosphoinositides induite par les récepteurs sérotoninergiques suggérent
qu’il agit comme agoniste sur la sous-unité¢ 5-HT2C, mais comme antagoniste sur la sous-
unité 5-HT2A (Conn and Sanders-Bush, 1987). Plus récemment cependant, il a été montré
que le mCPP peut également agir comme agoniste partiel sur la sous-unité¢ 5-HT2A
(Grotewiel et al, 1994). In vitro, il a été démontré que le mCPP est un agoniste
relativement sélectif des sous-unités 5-HT2B (Clineschmidt et al., 1985; Kennett et al.,
1994; Baxter et al., 1995) et 5-HT2C (Smith and Suckow, 1985; Conn and Sanders-Bush,
1987; Kilpatrick et al., 1987; Hamik and Peroutka, 1989; Hoyer, 1989). Des effets
agonistes du mCPP sur la sous-unité¢ 5-HT1D peuvent également étre inférés a partir d’une
étude montrant que le mCPP diminue I’hyperpolarisation des neurones sérotoninergiques
chez le cochon d’Inde (Bobker and Williams, 1990). Finalement, le mCPP agit comme un
antagoniste compétitif lors de la dépolarisation du nerf vague induite par les récepteurs
sérotoninergiques, un effet induit par la sous-unité 5-HT;, suggérant que le mCPP est un

antagoniste de la sous-unité 5-HT; (Ireland and Tyers, 1987).

Les études liées au décours temporel d’apparition des acouphénes montraient que la
perception des acouphénes n’était pas maximale au deuxiéme jour et qu’il restait une
certaine marge de progression (Guitton et al., 2003; Guitton et al., 2005). Nos résultats
montrent que c’est également le cas pour 1’anxiété induite par les acouphénes. Nous avons
donc testé I’effet de I’injection de mCPP aprés seulement deux jours de traitements au

salicylate. Dans ce cas, le mCPP renverse encore une fois de maniére totale les niveaux



83

d’anxiété induits par le salicylate. Le fait que ce renversement des comportements anxieux
puisse €tre observé aprés seulement 2 jours de traitement renforce trés fortement notre
hypothése proposant pour le systéme sérotoninergique un rdle de premier plan dans la

perception de I’anxiété liée aux acouphénes.

Ainsi, I’anxiété concomitante aux acouphénes induits par le salicylate semble faire
intervenir de maniére massive le systéme sérotoninergique. Il reste cependant possible
qu’une implication des autres systémes de neurotransmetteurs jouant un réle dans I’anxiété
(en particulier le systtme GABAergique et le systéme cholécystokininergique) puisse
également exister dans le cas des acouphénes. Mais les résultats présentés ici suggérent que

le réle majeur est joué par la sérotonine.
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Au cours de cette étude, ’utilisation d’une approche combinée moléculaire et
comportementale nous a permis de documenter certains aspects des altérations provoquées
par la perception d’acouphénes induits par un traitement au salicylate dans le cerveau des
rongeurs. Nos résultats suggeérent un changement de plasticité synaptique ainsi qu’un état
émotionnel similaire a 1’anxiété associés aux acouphénes induits par le salicylate. Des liens
peuvent étre établis entre les résultats observés au niveau moléculaire. En effet, la
modulation des voies MAPK-ERK et PI(3)K-AKT et celle des niveaux d’expression de
I’ARNm des NMDAR associées aux acouphénes induits par le salicylate semblent inter-

reliées.

Premiérement, comme mentionné plus tot, les voies MAPK-ERK et PI(3)K-AKT
sont toutes deux des effecteurs de la GTPase Ras. Il n’est donc pas surprenant que les
changements moléculaires observés aillent dans le méme sens. Par ailleurs, bien que le réle
de Ras dans la signalisation régulée par les NMDAR soit peu connu, plusieurs études ont
indiqué que les voies de signalisation de Ras jouent un réle important dans des formes de
plasticité dépendantes des NMDAR, comme la LTP. Ainsi, des mutations affectant H-Ras
(Manabe et al., 2000) ou NF1 (Costa et al., 2002) et SynGAP (Komiyama et al., 2002),
protéines activant Ras, entrainent des altérations de la LTP dans I’hippocampe chez la
souris. De plus, I’inhibition pharmacologique de pERK (Sweatt, 2001; Adams and Sweatt,
2002) et de PI(3)K (Kelly and Lynch, 2000; Lin et al., 2001; Raymond et al., 2002; Sanna
et al., 2002) interrompt la LTP. Le mécanisme a la base de I'implication de la protéine
PI(3)K dans la LTP est peu connu. Cependant, il a été démontré que l’activation de la
MAPK ERK via une stimulation des NMDAR est complétement dépendante de ’activité
de la PI(3)K en culture neuronale (Chandler et al., 2001; Perkin et al., 2002), suggérant que
les inhibiteurs de la PI(3)K suppriment la LTP puisque I’activité de cette kinase est requise
pour ’activation de ERK régulée par les NMDAR. Ainsi, les diminutions d’expression
d’AKT observées et associées dans cette étude aux acouphenes induits par le salicylate se
répercutent également dans les voies MAPK-ERK puisque ces deux voies sont inter-reliées
par les NMDAR et ces diminutions d’expression pourraient également influencer des
phénomenes de plasticité synaptique via une réduction de la LTP dépendant des NMDAR,

par exemple.
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Deuxiémement, toujours d’un point de vue moléculaire, plusieurs voies
enzymatiques dont celle des MAPK régulent la transcription et la synthése protéique
(Deisseroth et al., 2003). Ainsi, la réduction observée de la transcription de ’ADN en
ARNm du NMDAR pourrait étre liée a la diminution de I’activité démontrée dans les voies
de signalisation PI(3)K et MAPK. Par ailleurs, des études récentes ont montré que les
NMDAR forment des complexes multiprotéiques qui contiennent un certain nombre de
protéines impliquées dans la voie de signalisation Ras (Husi et al., 2000). La protéine
PI(3)K se lie directement a la sous-unité NR2B des NMDAR (Hisatsune et al., 1999) et le
site de liaison est phosphorylé par la tyrosine kinase Fyn (Hisatsune et al., 1999), qui est
requise pour I'induction de la LTP (Grant et al., 1992). En contraste avec |’interaction
directe de la PI(3)K avec NR2B, la protéine ERK est régulée par la SynGAP qui se lie
directement a PSD-95 (Chen et al., 1998; Kim et al., 1998), qui a son tour se lie aux sous-
unités NR2 (Kornau et al., 1995). Les protéines PI(3)K et ERK sont donc liées, directement
ou indirectement, aux sous-unités des NMDAR. Ainsi, la diminution de 1’expression des
protéines ERK et AKT pourrait entrainer une diminution des niveaux d’expression des

ARNm des NMDAR.

Les résultats obtenus indiquent également une réduction de 1’expression des niveaux
de ’ARNm des NMDAR seulement aprés un traitement au salicylate. Un second traitement
identique au salicylate renverse les effets observés aprés un premier traitement. Ceci
suggere que les altérations centrales observées ne sont pas nécessairement directement liées

a la perception des acouphénes induits par le salicylate.

Finalement, il avait ét¢ démontré que l’anxiété pouvait exacerber la perception
d’acouphénes déja existants mais ne pouvait pas créer des acouphénes per se (Guitton et al.,
2005). Pour notre part, nous avons en plus démontré que la présence d’acouphénes induits
par le salicylate provoque une augmentation des réponses comportementales d’anxiété.
Cependant, si le salicylate utilisé a la concentration de 300 mg/kg/jour pendant 4 jours
provoque des acouphénes dans tous les cas, ceci est trés différent de la réalité clinique
(Chung et al., 1984; Dieroff and Meissner, 1987; Nicolas-Puel et al., 2002; Nicolas-Puel et

al., 2006). En effet, il existe clairement des différences interindividuelles trés marquées
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quant a la susceptibilité d’un individu a développer des acouphénes (Loeb and Smith, 1967,
Cahani et al., 1983; Chung et al., 1984; Dieroff and Meissner, 1987; Nicolas-Puel et al.,
2002; Nicolas-Puel et al., 2006; Guitton and Dudai, 2007). Dans cette optique, les résultats
obtenus avec la concentration de 250 mg/kg/jour pendant 4 jours de salicylate représentent
un point des plus intéressants. En effet, cette concentration semble étre la concentration
«pivot» a partir de laquelle seulement une partie des animaux développent des
acouphénes. Bien évidemment, les preuves sont pour ’instant indirectes (mesure de
I’anxiété corrélée a la perception d’acouphénes) et des travaux ultérieurs seront nécessaires
pour renforcer cette observation. Si cette hypothése venait a se confirmer, nous aurions
réussi a développer un nouvel outil pharmacologique permettant d’étudier non pas
simplement 1’absence ou la présence d’acouphénes, mais les différences de susceptibilité
interindividuelles aux acouphénes. Ce nouvel outil permettrait clairement a nos
connaissances sur les mécanismes physiopathologiques a la base des acouphénes de faire
un bond en avant, car le seul moyen a I’heure actuelle pour étudier ces phénoménes de
variabilité est le recours a des traumatismes sonores (Heffner and Harrington, 2002;
Guitton and Dudai, 2007).

L’exploration de ’apparition d’anxiété associée aux acouphénes selon un décours
temporel de 4 jours nous a permis de démontrer que, si la survenue d’anxiété associée aux
acouphénes dépend d’un seuil limite au niveau de la concentration de salicylate utilisée,
elle apparait progressivement suivant un décours temporel similaire a celui observé pour
I’apparition d’acouphénes induits par le salicylate. Ainsi, le fait que les acouphénes induits
par le salicylate, méme sur 2 jours, produisent de I’anxiété chez 1’animal indique que les

niveaux d’anxiété suivent de maniére trés proche les niveaux de perception des acouphénes.

De maniére surprenante, 1’injection d’un agent sérotoninergique chez des animaux
souffrant d’acouphénes induits par le salicylate et d’anxiété n’exacerbe pas davantage les
niveaux d’anxiété, mais semble au contraire abolir I’anxiété liée aux acouphénes. Il semble
donc que I’anxiété causée par les acouphénes induits par le salicylate met en jeu le systéme
sérotoninergique. Le mCPP pouvant se comporter comme un agoniste ou un antagoniste

selon la sous-unité des récepteurs 5-HT concernée (Kahn and Wetzler, 1991; Bourin et al.,
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1998), nos résultats portent a croire que le systéme sérotoninergique pourrait étre saturé par
la présence d’anxiété provoquée par les acouphénes induits par le salicylate et que le mCPP
aurait alors un effet opposé, c’est-a-dire qu’il deviendrait anxiolytique plutot

qu’anxiogénique.
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Nos résultats (d’une part, tendance a la baisse de I’activité dans les structures
nerveuses et de la transcription dans les structures auditives centrales et, d’autre part,
survenue de comportement de type anxieux uniquement lorsque les concentrations de
salicylate utilisées sont suffisantes pour avoir un effet cochléaire) semblent confirmer
’origine périphérique des acouphénes, tout en montrant que ces altérations périphériques
s’accompagnent d’effets centraux beaucoup plus complexes que ceux initialement suggérés
(Wallhausser-Franke, 1997; Cazals, 2000; Kaltenbach et al., 2005). En effet, la diminution
de I'activité dans les structures nerveuses et la diminution de la transcription allant a
I’encontre de 1’hyperexcitabilit¢ démontrée et liée aux acouphénes (Salvi et al., 1990;
Cazals, 2000; Kaltenbach and Afman, 2000; Salvi et al., 2000; Eggermont and Roberts,
2004), nos résultats pointent vers une origine périphérique des acouphénes plutét que

centrale.

Les travaux réalisés ouvrent la voie a de nombreuses perspectives, tant du point de
vue des aspects fondamentaux que de celui des aspects translationnels et appliqués. Les
perspectives des travaux présentés peuvent se diviser en perspectives a court terme, a

moyen terme et a long terme.

A court terme, il serait intéressant de compléter les expériences moléculaires en
allant explorer d’autres voies signalétiques (PKC({, PSD-95, NF-kB, etc.) en
immunobuvardage ainsi qu’en regardant 1’effet des acouphénes induits par le salicylate sur
I’expression des NMDAR en autoradiographie. Des analyses histologiques (marquage de
Golgi) permettraient également d’évaluer si des changements des caractéristiques

morphologiques des neurones surviennent en présence d’acouphénes.

De méme, si nos résultats obtenus sur les liens entre acouphénes et anxiété sont
extrémement prometteurs, nous allons chercher a vérifier que le role du systéme
sérotoninergique est bien prépondérant. Pour ce faire, nous utiliserons la méme approche
que celle que nous avons utilisée avec succés avec le mCPP, mais en nous servant
d’antagonistes ou agonistes sérotoninergiques plus sélectifs que ce dernier. Dans cette

méme optique, il serait également intéressant d’étudier les changements d’expression des
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récepteurs 5-HT liés aux acouphénes induits par le salicylate, par autoradiographie. Il sera
également pertinent de tester des agents pharmacologiques agissants sur d’autres systémes
de neurotransmetteurs ou de neuromodulateurs impliqués dans les réponses de type
anxieux. Les systémes cibles seront principalement les systémes noradrénergique et

cholécystokininergique.

A moyen terme, nous allons chercher a dépasser les présents résultats pour aller plus
loin dans notre compréhension des bases biologiques des acouphénes; non seulement des
acouphénes induits par le salicylate, mais surtout d’une maniére plus générale par les
acouphénes induits par des causes plus communément observées en clinique humaine.
Parmi les causes principales d’acouphénes observés en clinique figurent les traumatismes
sonores et la presbyacousie. S’il existe d’ors et déja des modeles animaux d’acouphénes
induits par un traumatisme sonore chez le hamster (Heffner and Harrington, 2002) et chez
le rat (Guitton and Dudai, 2007), un tel modéele fait encore défaut chez la souris. De méme,
il manque encore a ’heure actuelle un modeéle murin réellement validé de presbyacousie,
méme si des tentatives ont été réalisées. Ainsi, développer ces modeéles représente un enjeu
extrémement important pour la recherche future sur les acouphénes. Ayant mis en évidence
un certain nombre de biomarqueurs tant moléculaires que comportementaux témoignant de
la présence d’acouphénes chez la souris, nos travaux ouvrent la voie au développement de
tels modeles. Nous allons également approfondir les aspects comportementaux en étudiant
dans la lignée des travaux les plus récents, les aspects comportementaux intégrés (Guitton,
2009), en utilisant notamment des outils de bioacoustique (analyse des vocalisations ultra-

soniques d’animaux présentant des acouphénes).

Enfin, a long terme, le but ultime de nos travaux reste de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques pour soigner de maniére efficace les patients acouphéniques. En
particulier, nos travaux suggérent la possibilité de combiner une approche pharmacologique
spécifique centrée sur les acouphénes (« cause », au niveau périphérique) et une approche
pharmacologique ciblant 1’anxiété (« symptome », au niveau central). Clairement, ces
approches combinées pourraient réussir 1a ou des approches plus simples ne mettant en jeu

qu’une seule stratégie de ciblage moléculaire ont échoué.
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