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INTRODUCTION GENERALE

Le processus de digestion est le processus par lequel les organismes puisent les
nutriments indispensables a leur survie dans leur milieu naturel. Des organismes
pluricellulaires a I’homme, cette fonction est assurée par le tube digestif, a travers lequel
transite le bol alimentaire contenant les nutriments que I’organisme doit absorber (eau,
électrolytes, acides aminés, glucides, lipides, ...). La fonction de digestion est régulée par
I’action coordonnée des différentes composantes du tube digestif qui contrdlent I’activité
motrice et les fonctions de la muqueuse intestinale. La lumiéere du tube digestif est tapissée de
cellules épithéliales intestinales qui forment la barriére épithéliale intestinale. La barriére
épithéliale intestinale se situe donc a I’interface entre le milieu intérieur et la lumiére
intestinale dans laquelle circulent le bol alimentaire, mais également des agents pathogenes et
des substances antigéniques. La barriere épithéliale intestinale doit donc assurer la double
fonction d’absorption des nutriments et de surveillance/défense de I’organisme contre les
éléments nuisibles.

Les fonctions physiologiques du tube digestif sont finement régulées par deux
composantes nerveuses : (1) I’une extrinseque, d’origines sympatique et parasympatique, et
(2) l'autre intrinséque, i.e. le systeme nerveux entérique (SNE). Le SNE regule diverses
fonctions intestinales, comme la motricité digestive et la microcirculation sanguine de la
muqueuse (Furness, 2000 ; Vanner et Macnaughton, 2004). Le SNE controle également
directement des fonctions de I’épithélium digestif, telles que la sécrétion d’électrolytes, la
prolifération et la perméabilité (Furness, 2000 ; Toumi et coll., 2003 ; Neunlist et coll.,
2003a). Cependant, la capacité des cellules épithéliales a moduler des propriétés du SNE a la

fois en physiologie et en physiopathologie a été peu explorée.
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Lors de processus physiopathologiques, tels ceux générés par des agents pathogenes,
I’intestin est le lieu de diverses coopérations entre les différents compartiments cellulaires
intestinaux, dont la résultante est I’élimination de I’agent pathogéne. La sécrétion
d’électrolytes par la muqueuse et I’activité motrice sont ainsi augmentées pour favoriser le
rejet du pathogéne. Dans certains cas, ces manifestations s’accompagnent d’une réponse
inflammatoire de I’intestin. C’est en particulier le cas lors de I’infection par le Clostridium
difficile (C. difficile). Le C. difficile est la principale cause de diarrhées et de colites
pseudomembraneuses associées aux antibiotiques. Le C. difficile est une bactérie toxigenique
dont les effets sont médiés par deux toxines : la toxine A et la toxine B. Les colites qu’elle
génere sont caractérisées, d’un point de vue histologique, par la formation d’un infiltrat
inflammatoire dense, composé principalement de neutrophiles (Kelly et coll., 1994). Des
voies nerveuses extrinseques sont responsables de I’initiation de I’inflammation et de la
sécrétion hydroélectrolytique induites par la toxine A du C. difficile (Castagliuolo et col.,
1994 ; Mantyh et coll., 2000). Des études suggérent également que ces voies interviendraient
dans le controle de I’inflammation intestinale chronique (Domek et coll., 1997 ; Mc Cafferty
et coll.,, 1997). Le SNE joue également un rble au cours de I’inflammation intestinale,
d’origine chronique ou infectieuse. Le SNE subit en effet des altérations de son comportement
électrophysiologique (Linden et coll., 2004 ; Xia et coll., 1999) et son codage neurochimique
(Schemann et Neunlist, 2004) au cours de processus inflammatoires. Ces altérations
pourraient étre a I’origine de troubles fonctionnels intestinaux (Mawe et coll., 2004).
Cependant, bien que des études montrent que le SNE est la cible de I’inflammation, son rdle

dans le contréle de la réponse inflammation intestinale est inconnu.

Le but de ce travail de thése était de mettre en évidence, chez I’homme, I’existence

d’interactions entre la barriére épithéliale intestinale et le systéme nerveux entérique, régulant
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la sécrétion d’1L-8, en I’absence et en présence d’un stress infectieux inflammatoire (toxine B
du C. difficile). De plus, nous avons envisagé de déterminer la capacité des neurones
entériques a produire des chimiokines au cours de I’inflammation et d’en déterminer un réle
fonctionnel potentiel. Pour ce faire nous avons développé différents modeles de coculture : un
modele de coculture organotypique composé de muqueuse et de sous-muqueuse humaines, et
un modele de coculture cellulaire composé d’une lignée de cellules épithéliales intestinales

(Caco-2) et de deux lignées neuronales (NT2-N et SH-SY5Y).

Grace a ces deux modéles, nous avons mis en évidence I’importance d’interactions
entre le SNE et la barriére épithéliale intestinale dans la modulation de la production d’une
chimiokine clé de I’inflammation intestinale, i.e. I’IL-8. Ainsi, nos travaux montrent :

(1) I’existence d’interactions entre la muqueuse et la sous-muqueuse humaine diminuant la
sécrétion d’IL-8 en situation contrdle, et I’augmentant suite a I’inflammation de la muqueuse
par la toxine B du C. difficile

(2) la capacité des neurones entériques a produire de I’IL-8 lors de I’infection par la toxine B
du C. difficile

(3) le role d’interactions entre les cellules épithéliales intestinales et les neurones modulant la
sécrétion de chimiokines (IL-8 et MIP-18) et leur expression dans les neurones

(4) Iimplication de P'IL-1 comme médiateur de ces interactions en conditions
inflammatoires

(5) la capacité des neurones a induire le chimiotactisme de cellules mononuclées du sang
périphérigue en conditions inflammatoires, via la sécrétion d’IL-8.

Ce travail de these, qui a donné lieu a trois articles (un sous presse, un soumis et un
autre en préparation) a permis d’apporter des preuves directes de I’existence d’interactions

entre la barriere épithéliale intestinale et le systeme nerveux entériqgue au cours de
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I’inflammation, régulant la production de chimiokines. Ce travail a également, pour la
premiere fois, montré la capacité des neurones entériques a produire de I’IL-8 au cours de
I’inflammation et d’en identifier un rdéle fonctionnel potentiel. Ce travail suggere donc la

participation du systeme nerveux entérique dans la régulation de I’inflammation intestinale.

Cette theése est structurée autour de ces trois articles précédés d’une étude
bibliographique présentant le contexte général de I’implication du SNE dans I’inflammation
intestinale. Notre étude se situant a I’interface entre plusieurs domaines de recherche
(physiologie intestinale, inflammation du tube digestif et neurogastroentérologie) I’étude
bibliographique est centrée sur :

(1) la description générale de I’inflammation intestinale d’origine chronique ou infectieuse
(cas du C. difficile), en insistant sur la régulation de I’expression de médiateurs
inflammatoires (cytokines et chimiokines)

(2) la caractérisation structurale et fonctionnelle du SNE

(3) les roles des voies nerveuses dans le contr6le de I’inflammation intestinale, en présentant
notamment les données suggérant I’'implication du SNE au cours de I’inflammation
intestinale, aussi bien en terme de contréle de I’inflammation qu’en terme d’altérations subies

par le SNE a cause de I’inflammation.

10
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1- L’inflammation intestinale

Les maladies inflammatoires intestinales sont des pathologies majeures du tube
digestif. Il existe principalement deux grands types de pathologies inflammatoires
intestinales : les pathologies infectieuses, d’origine virale ou bactérienne, et les maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI). Les pathologies infectieuses touchent plutét
les populations des pays en voie de développement. Cependant, elles réapparaissent dans les
pays développés sous la forme de maladies nosocomiales ou a cause du développement de
résistances a des antibiotiques. Les MICI concernent quant a elles principalement les
populations des pays développés, notamment les sujets jeunes, et leur incidence est en
constante augmentation.

Lors des pathologies inflammatoires intestinales, la muqueuse, et notamment la

barriere épithéliale intestinale, est le site majeur du contréle de I’inflammation.

1.1- La barriére épithéliale intestinale

La barriere épithéliale intestinale est située a I’interface entre le milieu « intérieur » et
la lumiére intestinale dans laquelle peuvent circuler de nombreux pathogenes et/ou des
substances antigéniques. Elle est organisée en une monocouche de cellules épithéliales, qui
sont des cellules polarisées, dotées de différentes fonctions telles que I’absorption et la
sécrétion d’électrolytes, la digestion et I’hydrolyse des aliments. La barriere épithéliale
intestinale est une structure dynamique dont le renouvellement est harmonieusement contrélé

par un équilibre entre les compartiments de prolifération, de différenciation et de mort

11
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cellulaire programmée (Potten, 1997, 1998 ; Burgess, 1998). En effet, la muqueuse colique est
organisée en cryptes, a la base desquelles est situé le compartiment de prolifération. Le
compartiment de différenciation est quant a lui localisé au niveau de I’épithélium de surface,
ou se trouvent les cellules bien différenciées qui sont de deux types : les cellules absorbantes
(colonocytes) et les cellules caliciformes sécrétrices de mucus (Booth et Potten, 2000) (figure
1). La différenciation aboutit également a la formation des cellules sécrétrices de chlore,
localisées a la base de la crypte, et des cellules entéroendocrines, disposées dans tous les
compartiments de I’épithélium colique. Les cellules entéroendocrines jouent un réle majeur
de cellules sensitives de I’intestin. En effet, elles sont sensibles au contenu de la lumiere du
tube digestif et sécretent des médiateurs agissant sur les terminaisons nerveuses, comme la
cholécystokinine ou la sérotonine (5-HT). La sérotonine est sécrétée en particulier par les
cellules entérochromaffines, en réponse a des changements de la pression (Kim et coll.,
2001a) ou de la composition en nutriments du contenu de la lumiére intestinale, tels que le
glucose (Kim et coll., 2001b ; Raybould et coll., 2002) ou les acides gras a chaine courte
(Fukumoto et coll., 2003). La sérotonine, une fois libérée stimule les terminaisons nerveuses
des voies intrinseques et extrinseques. La sérotonine est ensuite éliminée grace au transporteur
de la sérotonine (SERT) exprimés a la surface des entérocytes (Gershon, 2003) (figure 2).
Dans I’intestin gréle, la différenciation des cellules souches aboutit également a la formation
d’un type cellulaire particulier, les cellules de Paneth, sécrétrices de défensines, situées sous
les cellules souches au fond des cryptes (Ayabe et coll., 2004).

La barriére épithéliale intestinale doit assurer des roles a priori contradictoires de
perméabilité pour les nutriments et les électrolytes, et de protection contre les agents
pathogenes et les substances antigéniques. Le contréle des flux, a travers la barriére

épithéliale intestinale, utilisent deux voies principales : une voie transcellulaire, qui passe par

12
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Figure 1 : Schéma simplifié des différents compartiments d’une crypte colique. (d’apres

Potten, 1997)
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Figure 2 : Réle sensitif des cellules entérochromaffines. La sérotonine (5-HT) sécrétée par
les cellules entérochromaffines (CE, vert) active les neurones sensitifs du SNE, via les
récepteurs 5-HTip, et les neurones sensitifs extrinseques, par les récepteurs 5-HTs. La
sérotonine est ensuite captée par les transporteurs de la sérotonine (SERT), exprimée a la

surface des entérocytes. (d’aprés Gershon, 2003)
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des pompes et des canaux spécialisés de la membrane plasmique, et une voie paracellulaire,
qui est contrdlée par les jonctions serrées. D’un point de vue microscopique, les jonctions
serrées apparaissent comme des contacts discrets entre les membranes plasmiques de cellules
adjacentes. D’un point de vue moléculaire, ce sont des groupements de différentes protéines,
incluant les protéines ZO 1, 2 et 3 (Zonula Occludens), les cingulines, les occludines et les
claudines (Baumgart et Dignass, 2002). La barriére épithéliale intestinale joue également un
role de protection contre les agents pathogénes ou les allergénes présents dans la lumiére
intestinale, grace aux jonctions serrées (Madara, 1990), mais aussi grace au manteau situé a la
surface apicale des cellules épithéliales (Frey et coll., 1996) et a la sécrétion d’électrolytes et
de mucines (Corfield et coll., 2000). De plus, la barriere épithéliale intestinale assure la
sécrétion d’agents antibactériens, telles que les défensines (Didierlaurent et coll., 2002). Les
cellules M sont également impliquées dans la protection de la barriére épithéliale intestinale.
Elles sont situées au niveau de I’épithélium associé aux follicules lymphoides disséminés tout
le long du cdlon, et sont responsables de la prise en charge et du transport des pathogenes
situés dans la lumiére intestinale (Neutra et coll., 2001) (figure 3). La barriere épithéliale
intestinale est en effet soutenue par diverses cellules immunitaires, composant le tissu
lymphoide associé a I’intestin, qui assure la surveillance immunitaire de I’intestin. Il s’agit
notamment des cellules dendritiques de la lamina propria, qui peuvent former des
prolongements entre les cellules épithéliales intestinales. La lamina propria contient
également des cellules T, CD4+ et CD8+, des macrophages et des plasmocytes produisant les
IgA. (pour revue voir MacDonald et Monteleone, 2005). La muqueuse intestinale doit de plus
étre capable de distinguer les agents pathogenes, pour lesquels il faut déclencher une réponse
immunitaire, des bactéries de la flore commensale, ne nécessitant pas une telle réponse. Des
acteurs clés de cette reconnaissance sont les PRRs (Pattern Recognition Receptors). Il en

existe deux principales classes : les récepteurs TLR (Toll Like Receptor)
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Figure 3 : Tissu lymphoide associé a I’intestin. La barriére épithéliale intestinale possede
des cellules spécialisées, les cellules M, qui assurent le transport des bactéries et des antigénes
de la lumiere intestinale vers le tissu lymphoide. Les cellules dendritiques de la lamina propria
peuvent traverser la barriere épithéliale intestinale et également capter des bactéries. La
lamina propria contient également des cellules T et B, des macrophages et des plasmocytes.
L’activation des lymphocytes CD4+ peut étre modulée par des cellules T régulatrices qui
sécretent des cytokines immunosuppressives (IL-10 et TGFB) (MacDonald et Monteleone,
2005).
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et les molécules NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain). Les TLRs,
généralement associés a la membrane des cellules, ont un domaine de reconnaissance
extracellulaire riche en éléments leucine répétés et un domaine intracellulaire de signalisation
similaire au récepteur a I’lL-1. Les molécules NOD sont quant a elles présentes dans le
cytosol des cellules épithéliales et des cellules immunitaires (MacDonald et Monteleone,
2005). Ces deux classes de PRRs sont impliquées dans les phénoménes de tolérance, qui
consiste a ne pas induire de réponse immunitaire contre la flore commensale, dans I’inhibition
de réactions allergiques a des antigenes d’origine alimentaire, dans la protection de fonctions
de la barriére épithéliale intestinale et dans la production de facteurs antibactériens (Cario,
2005).

Au cours de processus physiopathologiques, la barriére épithéliale intestinale est le site
d’altérations de la perméabilité, de la prolifération et peut déclencher une réponse
inflammatoire par la sécrétion de chimiokines et de cytokines (Berkes et coll., 2003 ; Sanders,
2005). C’est notamment le cas lors de I’infection par un pathogéne, tel que le Clostridium
difficile, ou lors d’un deséquilibre du systéme de surveillance immunitaire, qui pourrait étre a

I’origine des MICI.

1.2- Les maladies inflammatoires d’origine infectieuse de I’intestin : cas de I’infection

par le Clostridium difficile

1.2.1- Les colites induites par le Clostridium difficile

Le Clostridium difficile (C. difficile) est une bactérie pathogéne toxigénique non

invasive qui est la principale cause de diarrhées et de colites pseudomembraneuses associées

aux antibiotiques. L’infection par le C. difficile affecte plusieurs millions de personnes chaque
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année et est I'une des principales causes d’infections nosocomiales (Riley, 2004).
Contrairement a la toxine du choléra qui cause des diarrhées sans manifestation
inflammatoire, la réponse de I’organisme au C. difficile est caractérisée par une sécrétion de
fluides, une augmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale intestinale
s’accompagnant, dans les formes les plus sévéres, d’une nécrose et d’un intense infiltrat
inflammatoire composé principalement de neutrophiles (Kelly et coll., 1994 ; Savidge et coll.,
2003). Le C. difficile sécrete deux entérotoxines protéiques, la toxine A (308 kDa) et la toxine
B (270 kDa). Toutes les manifestations pathologiques générées par le C. difficile sont reliées a
la cascade de signaux inflammatoires initiée par la fixation d’une des toxines sur un récepteur,

situé sur la face apicale des entérocytes (Pothoulakis et Lamont, 2001).

1.2.2- Les mécanismes pathogéniques des toxines du C. difficile

La toxine A et la toxine B du C. difficile sont codées par deux génes différents de 19,6
kb au total, situés dans la région conservée du chromosome bactérien, appelée locus de
pathogénicité (Braun et coll., 1996 ; Hammond et Johnson 1995). Ces toxines ont la méme
structure primaire, organisée en trois domaines. La structure de la toxine B est schématisée
sur la figure 4. Situé du coté C-terminal de la protéine, le domaine de liaison au récepteur est
responsable de la liaison et de I’entrée de la toxine dans la cellule cible. Au milieu de la
protéine se situe le domaine transmembranaire responsable de la translocation de la toxine des
endosomes vers le cytoplasme. Enfin, le domaine catalytique est situé du coté N-terminal et
posséde une activité mono-glycosyltransférase responsable de la modification des protéines
intracellulaires.

Les toxines A et B ont une activité cytotoxique intracellulaire, qui est permise par leur

internalisation dans la cellule cible. Les mécanismes impliqués dans I’internalisation des
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Figure 4 : Structure de la toxine B du C. difficile. La toxine B est organisée en trois
domaines fonctionnels. Le domaine de liaison au récepteur est composé d’éléments
oligopeptidiques répétes qui se fixent sur des élements de liaison glucidiques a la surface de la
cellule cible et permet I’endocytose de la toxine. La région hydrophobe de la toxine est
impliquée dans la formation potentielle d’un domaine transmembranaire permettant de former
un pore ou un canal, qui permet la translocation du domaine catalytique dans le cytoplasme de
la cellule. Le domaine catalytique est responsable de I’activité monoglucosyltransférase qui
modifie I’activité des Rho-GTPases. (Just et Gerhard, 2004).
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toxines ne sont pas connus en détail. Cependant, un modele d’entrée des toxines du C. difficile
dans la cellule cible, a récemment été proposé par Just et Gerhard (2004). Celui-ci s’articule
en 7 étapes (figure 5) : (1) liaison de la toxine sur un récepteur, (2) induction de I’endocytose
du complexe toxine-récépteur (3) formation des endosomes a partir des vésicules
endocytosées, (4) acidification des endosomes par I’action des pompes a protons ATPases, (5)
repliement de la toxine, en particulier du domaine hydrophobe transmembranaire qui interagit
avec la membrane de I’endosome pour former un pore, (6) translocation du domaine
catalytique de la toxine, libéré, par clivage protéolytique, vers le cytoplasme de la cellule cible
et (7) monoglycosylation par le domaine catalytique des cibles Rho-GTPases du cytoplasme.
Cependant, les différentes étapes de ce modéle, n’ont pas été mises en évidence pour les deux
toxines du C. difficile. En effet, la liaison au récepteur membranaire de la cellule cible n’est
connue que pour la toxine A et le réle de I’acidification de I’endosome et la libération du
domaine catalytique ne sont connus que pour la toxine B (Just et Gerhard, 2004).

La fixation de la toxine A sur son récepteur semble faire intervenir des structures
glycosidiques ou des glycoprotéines présentes a la surface de la membrane plasmique de la
cellule cible (Just et Gerhrad, 2004). La structure Galal-3Galb1-4GIcNAc a tout d’abord été
identifiée chez les animaux (Krivan et coll., 1986 ; Tucker et Wilkins 1991), mais celle-ci est
absente chez I’lhomme, qui ne posseéde pas I’enzyme a-galactosyltransférase nécessaire a
I’assemblage du trisaccharide (Larsen et coll., 1990). Depuis d’autres études ont montré que
la toxine A peut également se lier a la structure GaINAcb1-3Galb1-4GIcNAc, qui elle est
présente chez I’homme (Karlsson, 1995 ; Teneberg et coll., 1996). La glycoprotéine sucrase-
isomaltase a egalement été identifiée pour étre un récepteur fonctionnel de la toxine A de la
barriere en brosse iléale du lapin (Pothoulakis et coll., 1996). Cependant, ce récepteur est
absent dans le colon humain, ou d’autres récepteurs de structures identiques seraient

impliqués.
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7

Figure 5. Entrée de la toxine A ou de la toxine B du C. difficile dans la cellule cible.
RDB : domaine de liaison au récepteur ; TMB : domaine transmembranaire ; cat : domaine
catalytique (Just et Gerhard, 2004).
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L’activité cytotoxique des toxines du C. difficile réside dans I’activité enzymatique du
domaine catalytique. Cette enzyme catalyse le transfert d’un résidu glucose a partir d’un
UDP-glucose vers les petites protéines G intracellulaires, telles que RhoA, Rac, Cdc42, RhoG
et TC10 (Boquet et Lemichez, 2003 ; Just et coll., 1995a, b). Cette glycosylation entraine en
particulier I’inactivation des protéines Rho, qui sont d’importants régulateurs de nombreuses
fonctions cellulaires, comme la formation de fibres de stress, le contact cellule/cellule, la
régulation des jonctions serrées, et le trafic membranaire (pour revue voir Hall, 1998).
L altération des fonctions des protéines Rho par les toxines du C. difficile conduit a une
désagrégation des fibres d’actine, une perte d’adhésion et I’arrondissement des cellules,
conduisant & la mort de ces derniéres.

Néanmoins, la signalisation Rho-dépendante n’est pas la seule cible intracellulaire des
toxines du C. difficile. Des données récentes ont montré que la toxine A du C. difficile active
les voies MAP kinases p38, ERK1/2 et JNK dans la lignée de monocytes THP-1 conduisant a
la sécrétion de mediateurs inflammatoires, bien avant que I’internalisation de la toxine et la
glycosilation de Rho n’aient eu lieu, suggérant que les effets de la toxine A sur I’activation
des monocytes THP-1 est Rho-indépendante (Warny et coll., 2000). Par ailleurs, des résultats
obtenus avec la lignée HT-29, ont démontré que la toxine A du C. difficile provoque
également des altérations des mitochondries conduisant a une diminution de la production

d’ATP et & la formation de radicaux oxygénés, indépendamment de Rho (He et coll., 2002).

1.2.3- Altérations de la barriére épithéliale intestinale et inflammation

induites par les toxines du C. difficile

Lors de I’infection par le C. difficile, la barriére épithéliale intestinale est la premiére

cible des toxines. Des études ont montré que les toxines A et B alterent les fonctions de la
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barriere épithéliale intestinale, telles que la perméabilité, en ouvrant les jonctions serrées
(Gerhard et coll., 1998 ; Hecht et coll., 1988, 1992 ; Triadafilopoulos et coll., 1987, 1989 ;
Riegler et coll., 1995). De plus, la toxine B induit davantage de dommages que la toxine A
pour des concentrations identiques (Riegler et coll., 1995 ; Flegel et coll., 1991). Ces effets
sont en partie dus a I’inactivation des protéines Rho, qui régulent le complexe des jonctions
serrées (Nusrat et coll., 1995). Les toxines du C. difficile ont également été impliquées dans le
détachement et I’induction de I’apoptose des cellules épithéliales intestinales (Brito et coll.,
2002 ; Fiorentini et coll., 1998 ; Mahida et coll., 1996). Par ailleurs, des études ont montré que
les toxines du C. difficile induisent la nécrose des monocytes humains (Flegel et coll., 1991 ;
Warny et coll., 1999, 2000).

L’infection par le C. difficile induit également une importante réponse inflammatoire,
caractérisée par la sécrétion de cytokines. Chez I’homme, une augmentation de la
concentration d’IL-1p et d’IL-8 a été rapportée chez des patients atteints de colites séveres
induites par le C. difficile (Steiner et coll., 1997). Une étude, basée sur I’utilisation de tissu
humain, a également montré que la toxine B du C. difficile induit I’expression des ARNm et
la sécrétion d’IL-1p par la muqueuse et la sous-muqgueuse (Neunlist et coll., 2003b). Dans un
modele intégré de xénogreffe de cdlon humain chez des souris immunodéficientes, Savidge et
coll. (2003) ont quant a eux rapporté une augmentation de la synthese de I’lL-8, notamment
dans les cellules épithéliales intestinales, en réponse a la toxine A ou a la toxine B du C.
difficile. Par ailleurs, les effets des toxines du C. difficile sur I’induction de la sécrétion de
cytokines ont été surtout étudiés dans des modeles cellulaires. Différentes études ont montré
une augmentation de la sécrétion d’IL-1p et de TNFa par les monocytes primaires humains
ou la lignee de monocytes THP-1 en réponse a la toxine A et a la toxine B du C. difficile
(Flegel et coll., 1991 ; Linevsky et coll., 1997 ; Warny et coll., 1999). Linevsky et coll. (1997)

ont en particulier obtenu un maximum d’induction de la sécrétion d’IL-1p et de TNFa avec

23



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

respectivement 10° M et 10" M de toxine A dans des monocytes primaires humains. Les
toxines du C. difficile induisent également la sécrétion d’IL-8 par les monocytes primaires ou
THP-1 (Linevsky et coll., 1997 ; Warny et coll., 2000 ; Jefferson et coll., 1999). Linevsky et
coll. (1997) ont en particulier montré que la toxine A, & 10™° M, et la toxine B, & 10™? M,
augmentent la sécrétion basale des monocytes humains primaires respectivement de 100 et 20
fois. Ces deux toxines augmentent également la libération d’IL-8 par les macrophages THP-1
différenciés. L’implication des cellules épithéliales intestinales dans la sécrétion d’IL-8 au
cours de I’infection par le C. difficile est également décrite par quelques études in vitro.
Diverses études ont en effet montré que la production d’IL-8 en réponse a la toxine A est
augmentée dans des colonocytes humains primaires et dans des lignées coliques humaines,
telles que T84, HT-29, HT-29 clone 16E et Caco-2 (Mahida et coll., 1996 ; Kim et coll.,
2002 ; Johal et coll., 2004 ; Branka et coll., 1997 ; He et coll., 2002).

Ces cytokines, sécrétées au cours de I’inflammation causée par I’une ou I’autre des
toxines du C. difficile, sont responsables de la génération de I’infiltrat inflammatoire associé a
cette infection. Rocha et coll. (1997) ont en particulier montré que la formation d’un influx de
neutrophiles, induite par la toxine A dans la cavité péritonéale chez le rat, est bloquée par des
anticorps bloquant I’IL-1p et le TNFo.. De méme, Castagliuolo et coll. (1998a) ont montré
que I’inflammation induite par la toxine A chez le rat est réduite apres I’administration d’un
anticorps neutralisant anti-MIP-2, qui est une chimiokine analogue a I’'lL-8. Le réle majeur
joue par I’lFNy au cours de I’infection par la toxine A du C. difficile a également été montré
par Ishida et coll. (2004). IIs ont utilisé un modele de souris invalidées pour I’IFNy et montré
que I’inflammation et I’altération de la barriere épithéliale induite par la toxine A chez les

souris sauvages sont absentes chez les souris IFNy-/-. Le prétraitement des animaux avec un

anticorps neutralisant anti-IFNy conduit au méme effet.
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Par ailleurs, les toxines du C. difficile ciblent également le systeme nerveux, ce qui
conduit & I’amplification de I’inflammation et a la diarrhée secrétoire. Les mecanismes
impliqués dans I’activation de ces voies nerveuses au cours de I’infection par le C. difficile
seront développés dans le paragraphe consacré aux roles du SNE au cours de I’inflammation

intestinale (paragraphe 3.1.1).

1.3- Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

1.3.1- Caractéristiques générales

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) affectent une part
croissante de la population occidentale. Il en existe deux grands types : la maladie de Crohn et
la rectocolite hémorragique. Les principales caractéristiques de ces deux maladies sont
regroupées dans le tableau 1. D’une maniére générale, les patients atteints d’une MICI
souffrent de diarrhée chronique, d’une perte de poids, de douleurs abdominales, de fievre et
de fatigue. Ces maladies évoluent en poussées entrecoupées de périodes de rémission de durée
variable.

Ces deux maladies sont caractérisées par des ulcérations de la muqueuse et I’afflux de
cellules immunitaires. Ces manifestations, pour la rectocolite hémorragique, sont limitées au
colon et I’infiltrat inflammatoire associé ne pénétre pas plus loin que la mugueuse et la lamina
propria dans la plupart des cas. En revanche, la maladie de Crohn peut toucher toutes les
parties du tube digestif et atteindre toute I’épaisseur de la paroi digestive, allant jusqu’a la

formation de profondes fissures ou fistules.

25



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 1: Caractéristiques des maladies inflammatoires chroniques de I’intestin.
(d’apres MacDonald et Monteleone, 2005).

Caractéristiques Maladie de Crohn Rectocolite hémorragique
Incidence En constante augmentation Incidence stable
Distribution Maladie de sociétés occidentales, Indifférentes

plutét urbaines, avec I’incidence la
plus forte en Europe du nord

Causes Probablement une réponse
immunitaire cellulaire excessive en Inconnues, mais peut &tre une maladie
réponse a des antigénes ou des autoimmune organe-spécifique

bactéries de la flore commensale

Lieu de la maladie  Touche n’importe quelle partie du tube

digestif, mais affecte la plupart du Touche le cblon. Lésions continues
temps I’iléon et le c6lon. Lésions non
continues
Réponse Médiée principalement par les cellules Infiltration de neutrophiles.
inflammatoire T et les macrophages. Affecte toute la  Inflammation limitee a la muqueuse,

paroi digestive et forme des ulcéres ~ formant des abces au niveau des cryptes.
profonds qui peuvent conduire ades  Perte des cellules de Goblet sécrétant le
fistules. Fibrose du muscle possible. mucus. Plutét de type Th2

Plutot de type Thl

Autres Fumer est un facteur de risque Fumer semble protéger contre le
développement de la maladie.
L’appendicectomie a le méme effet

Traitement médical Corticostéroides. Azathioprine. Corticostéroides. Azathioprine.
Anticorps anti-TNFo Aminosalicylates
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1.3.2- Etiologie des MICI

L’étiologie de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique est encore
largement inconnue. Néanmoins, il semble de plus en plus évident que ces maladies n’ont pas
une cause unique, mais que I’accumulation de différents facteurs conduit au développement
des MICI. En particulier, des facteurs génétiques, de multiples facteurs environnementaux et

des dysfonctionnements du systeme immunitaire semblent étre impliqués (Fiocchi, 1998).

1.3.2.1- Facteurs génétiques

Le polymorphisme génétique de différents genes a été impliqué dans les MICI. Les
genes concernés sont nombreux. Il s’agit par exemple des génes codant pour le TNFa, I’IL-
1ra (IL-1receptor antagonist) ou les ICAM (intercellular adhesion molecule) (Fiocchi, 1998).
Le polymorphisme génétique qui a suscité beaucoup d’intérét ces dernieres années concerne
le gene CARD15 (Caspase Recruitment Domain-containing protein) codant pour la protéine
NOD2. En effet, des mutations de ce gene ont été reconnues pour jouer un réle dans la
maladie de Crohn (Cavanaugh et coll., 2003 ; Croucher et coll., 2003 ; Helio et coll., 2003 ;
Lesage et coll., 2002 ; Roussomoustakaki et coll., 2003). En particulier, Hugot et coll. (2001)
ont montré qu’une mutation de CARD15 augmente le risque de développer la maladie de
Crohn de 3 fois pour les homozygotes et de 38 fois pour les hétérozygotes. Deux mutations de
ce gene augmentent ce risque de 44 fois. Cependant, de telles mutations ne semblent pas étre
impliquées dans I’étiologie de la maladie de Crohn dans les pays asiatiques (Sugimura et coll.,
2003 ; Leong et coll., 2003). De plus, les porteurs d’une mutation de CARD15/NOD2 ne
présentent pas forcément des signes cliniques de la maladie de Crohn (Linde et coll., 2003),

suggerant la contribution de facteurs environnementaux dans I’étiologie de cette maladie. Les
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bactéries joueraient en particulier un réle important dans I’initiation de la maladie (Cario,
2005). NOD2 est en effet une molécule impliquée dans la reconnaissance des bactéries
présentes dans la lumiére intestinale. Le ligand de NOD2 est le muranyl dipeptide, un
constituant de la paroi bactérienne dérivant des peptidoglycanes, non reconnu par les
récepteurs TLR (Inohara et Nunez, 2003 ; Girardin et coll., 2003). Par ailleurs, I’expression de
CARD15 est augmentée dans les cellules de Paneth et les macrophages au cours de la maladie
de Crohn (Berrebi et coll., 2003). Dans les macrophages, des altérations du fonctionnement de
NOD2 seraient responsables d’une infection bactérienne persistante des macrophages
conduisant au recrutement chronique excessif des cellules T au cours des MICI (Bouma et
Strober, 2003). Les cellules de Paneth se situent au niveau de I’iléon terminal, zone du tube
digestif ou se déclare le plus souvent la maladie de Crohn (MacDonald et Monteleone, 2005).
Une mutation de CARD15 induirait une perte de fonction de NOD2 dans les cellules de
Paneth, ce qui conduirait & un défaut de la sécrétion de défensines et a I’invasion des bactéries
(Rogler, 2004). La figure 6 présente la signalisation normale de NOD dans les cellules
épithéliales intestinales et les conséquences potentielles d’un dysfonctionnement de NOD2 du
a une mutation du géne.

Par ailleurs, la coexistence de mutations des deux genes codant respectivement pour
TLR4 et NOD2 a été corrélée avec une augmentation de la susceptibilité de développer une
MICI dans une population grecque (Gazouli et coll., 2004). Des mutations du géne codant
pour TLR4 semblent en effet également étre impliquées dans les MICI. En particulier, un
polymorphisme génétique du géne codant pour TLR4 a été associé a la maladie de Crohn et la
rectocolite hémorragique dans une population belge (Franchimont et coll., 2004). Cette
association n’a cependant pas été trouvée dans des populations écossaises (Arnott et coll.,

2004) ou allemandes (Torok et coll., 2004).
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Figure 6: Fonction de NOD2 dans les cellules de Paneth. a- La reconnaissance

intracellulaire du muranyl dipeptide (MDP) de la bactérie par le domaine riche en leucines de

NOD2 conduit a I’activation de NK-kB médiée par RIP2 (Receptor Interactiong Protein).

NOD?2 aurait alors un rble bactéricide. La sécrétion contrblée de chimiokines et de défensines

contribue a I’homéostasie de la barriere épithéliale intestinale. b- La maladie de Crohn est

associée a des mutations de NOD2 qui en conséquence augmentent la réaction de I’épithélium

aux bacteries de la flore commensale. (Schreiber et coll., 2005)
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De plus, les souris déficientes pour le gene de TLR4 ou présentant une mutation de ce géne
développent plus facilement une colite suite au traitement par le DSS (Dextran Sodium
Sulfate) que les souris sauvages (Rakoff-Nahoum et coll., 2004 ; Elson, 1995). De plus, des
mutations de TLR4, diminuant la sensibilité des souris au LPS, les prédisposent aux
infections par des bactéries Gram négatives, telles que Salmonella typhimurium (O’Brien,

1980).

1.3.2.2- Facteurs environnementaux

Parmi les facteurs environnementaux impliqués dans le développement des MICI, les
bactéries présentes dans la lumiére du tube digestif semblent jouer un rdle majeur. En effet,
chez I’homme, les traitements antibiotiques améliorent I’état des patients présentant une MICI
(Wehkamp et coll., 2005). De plus, I’éradication de la flore commensale, dans la plupart des
modeles animaux, conduit & une réduction, voire & une absence d’inflammation (Sartor,
2004). Par ailleurs, de nombreuses bactéries ont été associées a I’initiation et/ou la persistance
des lésions au cours des MICI. Il s’agit par exemple de Mycobacterium paratuberculosis
(Sanderson et coll., 1992) ou d’une souche d’Escherichia coli dotée de propriétés particuliéres
d’adhésion et d’invasion (Darfeuille-Michaud et coll., 1998). Cependant, les bactéries
capables d’induire une inflammation sont différentes selon les modeles animaux, ce qui
complique I’identification des bactéries commensales capables d’induire une MICI. Par
ailleurs, d’autres espéces bactériennes semblent avoir des effets bénéfiques sur les MICI. Ces
bactéries, également appelées probiotiques, sont capables de réduire les symptomes
inflammatoires liés aux MICI (Sartor, 2005). Le tableau 2 présente des exemples d’espéces

bactériennes ayant des effets bénéfiques ou délétéres sur I’inflammation intestinale.
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Tableau 2. Especes bactériennes de la flore commensale entérique protectrices ou

agressives. (D’aprés Sartor, 2005)

Bactéries bénéfiques Bactéries déléteres
Espéces de Lactobacillus Espéces de Bactéroides
Espéces de Bifidobactéries Enterococcus faecalis
Escherichia coli Nissle 1917 Souches d’Escherichia coli adhérentes et invasives
Streptococcus salivarius Especes d’Eubacterium et de Peptostreptococcus
Saccharomyces boulardii Fusobacterium varium
Clostridium butyricum Especes d’Helicobacter intestinales

Des agents infectieux viraux ont également été incriminés dans la susceptibilité de
développer une MICI (Danese et coll., 2004). Ainsi, une étude a montré que le virus de la
rougeole, chez la femme enceinte, augmenterait le risque de développer la maladie de Crohn
par le nouveau-né (Wakefield et Pounder, 1995).

Parmi les autres facteurs environnementaux figure également le tabac, qui semble étre
bénéfique pour la rectocolite hémorragique mais délétere pour la maladie de Crohn (Fiocchi,
1998). Une hygiene importante lors de la petite enfance serait aussi un facteur de risque pour
la maladie de Crohn (Gent et coll., 1994).

Enfin, I’état psychologique, tel que le stress, I’anxiété ou la dépression, semble
également étre impliqué dans le développement des MICI. Toutefois, les données obtenues
chez I’homme ou grace aux modéles animaux suggerent que ces facteurs psychologiques ne
seraient pas une des causes des MICI, mais qu’ils seraient plut6t des facteurs aggravants les
manifestations de la maladie (Danese et coll., 2004). Ainsi, une étude a montré que la
dépression et I’anxiété favorisent le déclenchement d’une poussée de la maladie (Mittermaier

et coll., 2004).
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1.3.3- Caractéristiques génerales de la réponse inflammatoire au cours des

MICI

La maladie de Crohn est caractérisee par une réponse exagérée des lymphocytes CD4+
« helper » qui produisent un profil cytokinique de type Thl, dont I’lFNy, I’IL-12 et/ou le
TNFa en sont des représentants clés (Bouma et Strober, 2003). La rectocolite hémorragique
est quant a elle caractérisée par une réponse immunitaire de type Th2, associée a une forte
production d’IL-13, d’IL-4 et d’IL-5 (Bouma et Strober, 2003).

Le développement des MICI est associé a une dérégulation du systeme immunitaire.
Une étude a en effet montré que des cellules T, provenant de patients atteints de la maladie de
Crohn en poussée, proliferent et sécréetent des cytokines (IL-12, IFNy et IL-10) en réponse a
des antigénes de leur microflore tandis que les cellules T de patients sains ne le font pas
(Duchmann et coll., 1995). Une hypothése serait que la maladie résulte d’une sollicitation
excessive des cellules T effectrices, qui sécrétent des médiateurs pro-inflammatoires, ou d’un
investissement  déficient des cellules régulatrices, qui sécrétent des facteurs
immunosuppresseurs. En particulier des études ont montré le role crucial joué par les cellules
T regulatrices, CD4+/CD25+, dans la suppression de I’inflammation via le TGF-§ (Bouma et
Strober, 2003). Les cellules dendritiques joueraient également un réle dans le développement
des MICI. Une étude a en effet montré que leur nombre est augmenté dans la muqueuse de
patients atteints de la maladie de Crohn (De Baey et coll., 2003). Dans des modeles murins de
colite, une étude a de plus montré que le nombre de cellules dendritiques est augmenté et que
I’expression des molécules CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe Il et de
molécules costimulatrices des cellules T est augmentée (Krajina et coll., 2003).

Une dérégulation des effecteurs du systeme immunitaire provoque la sécrétion de

médiateurs pro-inflammatoires. De nombreuses études ont en effet montré que les MICI sont
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associées a une augmentation de la production en cytokines pro-inflammatoires, telles que
I’IL-1a, I’IL-1B, le TNFa et I’1L-6 (Schreiber et coll., 1999 ; Mahida et coll., 1989 ; Olson et
coll., 1993 ; Woywodt et coll., 1994 ; Reinecker et coll., 1993 ; Stevens et coll., 1992 ;
Braegger et coll.,, 1992 ; Mahida et coll, 1991 ; Youngman et coll., 1993 ; Arai et coll.,
1998a ; Arai et coll., 1998b).

Les cellules mononuclées de la lamina propria ont été reconnues comme étant la
source majeure d’IL-1p au cours des MICI (Mahida et coll., 1989 ; Olson et coll., 1993 ;
Woywodt et coll., 1994 ; Youngman et coll., 1993 ; Reinecker et coll., 1993). L’expression
d’IL-1pB a également été détectée dans les lymphocytes intraépithéliaux (Lundqvist et coll.,
1996) et dans les cellules épithéliales intestinales au cours des MICI (Woywodt et coll.,
1994). Par ailleurs, une induction de la sécrétion d’IL-p a également été démontrée dans les
pouchites (Gionchetti et coll., 1994) et dans les formes séveres du syndrome de I’intestin
irritable post infectieux (Gwee et coll., 2003). L’effet pro-inflammatoire de I’IL-1 est bloqué
par I’antagoniste a son récepteur, I’IL-1ra. En particulier, dans un modele de rat DSS, Thomas
et coll. (1991) ont montré que I’IL-1ra diminue I’accumulation des neutrophiles dans la
muqueuse colique et la nécrose. Dans un modeéle de colite induite a la formaline chez le lapin,
I’IL-1ra blogue les manifestations inflammatoires et notamment la production de
prostaglandines et de leucotrienes (Cominelli et coll., 1992). Ferretti et coll., (1994) ont
montré quant a eux que I’administration d’anticorps bloquant anti-IL-1ra aggrave les
manifestations inflammatoires dans ce modele de colite chez le lapin. Chez I’homme, une
diminution du ratio IL-1ra / IL-1p a été rapportée dans les régions inflammatoires de la
mugqueuse (Nishiyama et coll., 1994). La réduction de ce ratio est de plus corrélée avec le
degré de sévérité de la maladie de Crohn ou de la rectocolite hémorragique (Casini-Raggi et
coll., 1995). La source principale d’IL-1ra serait les macrophages de la lamina propria

(Nishiyama et coll., 1994).
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Plusieurs études ont de plus observé au cours des MICI une augmentation de la
concentration en chimiokines dans I’intestin, telles que I’IL-8 et MCP-1 (MacDermott, 1999).
La production locale de chimiokines entraine le recrutement de cellules immunitaires a partir
du sang vers le site de I’inflammation, ce qui augmente la libération de cytokines, de radicaux
libres et de médiateurs lipidiques, contribuant a I’altération des tissus au cours des maladies
inflammatoires intestinales (Fiocchi, 1998). Le role clé joué par les chimiokines au cours de
I’inflammation intestinale, d’origine chronique ou infectieuse, est développé dans le

paragraphe suivant.

1.4- La production de chimiokines au cours de I’inflammation intestinale

Au cours de I’agression par un pathogéne, I’intestin met en place une réponse
inflammatoire qui vise a détruire ce pathogéne. Cette réponse passe par le recrutement de
cellules immunitaires par les chimiokines. De plus, suite a I’agression par le pathogéne, des
mécanismes de réparation des tissus sont mis en jeu, dans lesquels les chimiokines joueraient

également un rdle important.

1.4.1- La famille des chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines a pouvoir chimiotactique. Ce sont de petites
protéines de 7 a 12 kDa responsables du recrutement et de I’activation des leukocytes au
niveau des sites endommagés. Elles se répartissent en quatre groupes selon la disposition des
résidus cystéine conservés : CXC, CC, CX3C et C. La conservation des résidus cystéine est

illustrée par un alignement de séquences des chimiokines sur la figure 7.
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Figure 7 : Alignement des séquences peptidiques des quatre groupes de la famille des
chimiokines. Les résidus cystéines conservés sont encadrés. (Mukaida et coll., 1998)
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Le groupe CXC réunit les chimiokines dont les deux résidus cysteine, situés dans la
partie N-terminale de la protéine, sont séparés par un acide aminé. Dans ce groupe, sont
distingués deux sous-groupes, ELR (+) et ELR (-), présentés dans le tableau 3, selon la
présence ou non d’un motif ELR (Acide glutamique-Leucine-Arginine) dans la séquence
d’acides aminés. Les chimiokines CXC ELR (+) ciblent en particulier les neutrophiles
exprimant les récepteurs CXCR1 et CXCR2. L’ensemble des récepteurs reconnus par les
chimiokines du groupe CXC sont présentés dans le tableau 4. Les membres de ce groupe sont
exprimes par un grand nombre de types cellulaires, et leur expression est sous le contrdle de
nombreux facteurs. L’exemple de I’1L-8 sera détaillé dans le paragraphe suivant.

Le groupe CC réunit les chimiokines dont les deux résidus cystéines de la partie N-
terminale de la protéine sont adjacents. Les chimiokines de ce groupe attirent
preférentiellement les cellules mononuclées. Les représentants de ce groupe et leurs cibles
sont présentes dans le tableau 5. L’exemple de MIP-1 sera présenté dans le paragraphe 1.4.3.

Le groupe CX3C correspond a la fractalkine, dont les deux résidus cystéines de la
partie N-terminale sont séparés par trois acides aminés. Sa forme soluble est connue pour
avoir une forte activité chimiotactique sur les cellules T et les monocytes (Rollins, 1997). Le
groupe C est compose de la lymphotactine, doté d’un seul résidu cystéine en partie N-
terminal. La lymphotactine est un puissant chimioattractant pour les lymphocytes T et non

pour les monocytes.
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Tableau 3 : Chimiokines membres des sous-groupes ELR (+) et ELR (-) du groupe CXC

et leurs principales cellules cibles. (Rollins, 1997)

Nom Principales cellules cibles
ELR (+) IL-8 Neutrophiles, lymphocytes T et B, basophiles
GROq, Neutrophiles, mélanomes
GROp Neutrophiles
GROy Neutrophiles
ENA-78 Neutrophiles
GCP-2 Neutrophiles
CTAP-I1I Fibroblastes
B-thromboglobuline Fibroblastes
NAP-2 Neutrophiles, basophiles
ELR (-) Platelet factor 4 Fibroblastes, cellules endothéliales, lymphocytes T activés
IP-10 Cellules endothéliales, cellules NK
MIG Lymphocytes T activés
SDF-1a Lymphocytes

Tableau 4 : Récepteurs associés aux groupes CXC et CC de la famille des chimiokines.

(Rollins, 1997)

Nom Ligands

CXC CXCR1 IL-8
CXCR2 IL-8, GROa, GROB, GROy, NAP-2, ENA-78
CXCR3 IP-10, MIG
CXCR4 SDF-1la

cC CCR1 MIP-1c,, RANTES, MCP-3
CCR2 MCP-1, MCP-3, MCP-5
CCR3 Eotaxin, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4
CCR4 MIP-1a,, RANTES, MCP-1, TARC
CCR5 MIP-1a, MIP-1B, RANTES
CCR6 MIP-3a/LARC
CCR7 MIP-3B/ELC
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Tableau 5 : Chimiokines membres du groupe CC. (Rollins, 1997)

Nom Principales cellules cibles
MCP-1 Monocytes, lymphocytes T mémoire, basophiles, cellules NK,
progéniteurs hématopoiétiques, cellules dendritiques
MCP-2 Monocytes, lymphocytes T mémoire et naifs, éosinophiles,
basophiles, cellules NK
MCP-3 Monocytes, lymphocytes T mémoire, éosinophiles, basophiles,
cellules NK, cellules dendritiques
MCP-4 Monocytes, lymphocytes T, éosinophiles

MCP-5 (souris seulement)

MIP-1a

MIP-1B

MIP-1y (souris seulement)

RANTES

Eotaxin
1309
HCC-1
TARC
C10 (souris seulement)
CCF18 (souris seulement)
MIP-3a/LARC

MIP-3B

Monocytes, lymphocytes T, éosinophiles

Monocytes, lymphocytes T, cellules NK, basophiles, éosinophiles,
cellules dendritiques, progéniteurs hématopoiétiques

Monaocytes, lymphocytes T, cellules dendritiques, cellules NK,
progeéniteurs hématopoiétiques

Lymphocytes T

Lymphocytes T mémoire, éosinophiles, basophiles, cellules NK,
cellules dendritiques

Eosinophiles
Monocytes
Monocytes, progéniteurs hématopoiétiques
Lymphocytes T
2
Lymphocytes T, progéniteurs hématopoiétiques

?
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1.4.2- L’interleukine-8 (IL-8) et sa régulation en physiopathologie

intestinale

Le gene de I’IL-8, situé sur le chromosome 4, contient 4 exons et 3 introns. La
transcription de ce géne donne un ARNm de 1,8 kb conduisant & la formation d’un précurseur
protéique de 99 acides aminés. Apres le clivage de 20 acides aminés correspondant au peptide
signal, la protéine fonctionnelle de 79 acides aminés est sécrétée par la cellule. 1l existe des
variantes de la protéine IL-8 du c6té N-terminal, notamment la variante de 72 acides aminés
qui est également fonctionnel. La figure 8 présente la structure du géne de I’IL-8 et la

séquence peptidique correspondante.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4

Intran 1 Intron 2 Intron 3 I:

8039 ph 305 ph 411 pb

|

MHZ - MTSKLAVALL AAFLISAALC EGAVLFRSAK ELRCQCIKTY SKFFHFPKFIK
Peptide signal T T2 rmotif CHC

ELRVIESGPH CANTEINVKL SDGRELCLDP KENWWYARVYE KFLKRAENS - COOH

Figure 8 : Structure du gene de I’IL-8 et séquence peptidique correspondante. Le gene
est organisé en 4 exons et 3 introns. Dans la séquence peptidique, le peptide signal et les

quatre cysteines conservees sont soulignées. (Roebuck, 1999)
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1.4.2.1- Importance de la sécrétion d’IL-8 au cours de processus

infectieux

La production de chimiokines, telles que I’IL-8, au cours de I’infection par des agents
pathogénes semblent étre une étape clé de la réponse inflammatoire intestinale. Par exemple,
I’ajout d’un anticorps neutralisant anti-1L-8, au moment de I’infection par Shigella flexneri
chez le lapin, conduit a une baisse du recrutement des leucocytes polynucléaires et favorise
I’invasion bactérienne (Sansonetti et coll., 1999). De méme, au cours de I’inflammation par la
toxine A du C. difficile, Iutilisation d’un anticorps neutralisant anti-MIP-2, une chimiokine de
la méme famille que I’IL-8, réduit la sécrétion de fluides et le recrutement de neutrophiles
induit par la toxine (Castagliuolo et coll., 1998a).

Un autre argument montrant I’importance de la sécrétion d’IL-8 au cours de processus
infectieux est qu’elle est exprimée rapidement apres I’infection, et avant d’autres chimiokines.
Ainsi, Yang et coll. (1997) ont montré que I’infection des cellules épithéliales coliques
humaines HT-29 et Caco-2 par Salmonella dublin augmente en 2 heures I’expression d’IL-8,
de GROa et de GROy, tandis que I’expression de ENA-78 est retardée de 6 a 10 heures. Kim
et coll. (2002) ont également montré que I’expression des ARNm et la sécrétion de I’1L-8 et
de GROa« induite par a I’infection par la toxine A du C. difficile dans les cellules HT-29 et
Caco-2 est précoce et antérieure a I’induction de la production d’autres chimiokines, telles

que MCP-1 et ENA-78.

1.4.2.2- Régulation de I’expression de L’IL-8

L’augmentation de I’expression de I’IL-8 a été trés abondamment décrite lors de

processus infectieux intestinaux ou au cours des MICI. Notamment, les toxines du C. difficile
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augmentent I’expression de I’IL-8 dans les monocytes et les cellules épithéliales intestinales
(Linevsky et coll., 1997 ; Savidge et coll., 2003 ; Kim et coll., 2002) (cf. paragraphe 1.2.3).
D’autres pathogenes du tube digestif sont également capables d’induire la sécrétion d’IL-8,
notamment par les cellules épithéliales intestinales. Il s’agit en particulier de bactéries
entéroinvasives comme Shigella flexneri, effet montré sur la lignée épithéliale colique Caco-2
(Sansonetti et coll., 1999), Salmonella dublin et Listeria monocytogenes sur la lignée T84
(Eckmann et coll., 1993), Samonella dublin, Shigella dysenteria, Yersinia enterocolita,
Listeria monocytogenes et Escherichia enteroinvasine sur les lignées T84, Caco-2 et HT-29
(Jung et coll., 1995). En revanche, les bactéries non invasives, telles que la souche
d’Escherichia coli non invasive ou Enterococcus faecium, n’induisent pas la sécrétion d’IL-8
par les cellules T84 (Eckmann et coll., 1993). Des éléments de la paroi bactérienne, tels que le
LPS, induisent également la sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéliales intestinales
(Schuerer-Maly et coll., 1994) et les myofibroblastes (Otte et coll., 2003 ; Rogler et coll.,
2001). De plus, le butyrate, produit du métabolisme des bactéries, régule également la
production d’IL-8 par Fusunyan et coll. (1998) qui ont montré que le butyrate augmente son
expression induite par le LPS ou I’IL-1.

Les MICI ont également été associées a I’augmentation de I’expression de I’IL-8.
Mahida et coll. (1992) ont observé que la concentration d’IL-8 dans les homogénats de tissus
de patients atteints de rectocolite hémorragique est plus importante que dans les tissus de
patients sains ou de ceux présentant une maladie de Crohn. En effet, dans cette étude, les
auteurs n’ont pas noté de différences entre les patients sains et ceux présentant des signes de
la maladie de Crohn. 1zzo et coll. (1992, 1993) ont quant a eux montré une augmentation de la
concentration en IL-8 aussi bien dans la muqgueuse de patients atteints de la rectocolite
hémorragique que dans celle de patients atteints de la maladie de Crohn. Une corrélation

positive a de plus été observée entre la concentration d’IL-8, dans des biopsies coliques de ces
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patients, et la sévérité de la maladie, Crohn ou rectocolite hémorragique, évaluée par le degré
d’inflammation macroscopique, le nombre de neutrophiles et la concentration d’IL-1p et de
TNFa (Mitsuyama et coll., 1994 ; Daig et coll. 1996). Différentes types cellulaires produisent
de I’1L-8 au cours des MICI. Il s’agit principalement des cellules épithéliales intestinales, des
macrophages et des neutrophiles de la lamina propria (Mazzucchelli et coll., 1994 ; Grimm et

coll., 1996 ; Arai et coll., 1998a).

1.4.2.3- Les voies de signalisation impliquées dans la régulation de

I’expression de I’IL-8 par les médiateurs de I’inflammation intestinale

Le promoteur du gene de I’IL-8 contient une région essentielle et suffisante au
contréle de son expression. Il s’agit de la région —133 a —1 située dans la portion 5’ du géne
de I’IL-8. Cette région contient les trois sites de liaison mis en cause dans la régulation de
I’expression de I’IL-8 : AP-1 (-126 a -120), NF-1L-6 (aussi appelé C/EBP, -94 a -81) et NF-
kB (-80 a -70) (Roebuck, 1999). NF-«B joue un réle central dans la régulation de I’expression
de I’IL-8 tandis que les sites AP-1 et NF-IL-6 ne sont que complémentaires et sont nécessaires
seulement pour une induction maximale de I’expression de I’IL-8 (Hoffmann et coll., 2002).

Le tableau 6 résume les différents stimuli pouvant moduler I’expression de I’IL-8 et

les voies de signalisation impliquées.
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Tableau 6 : Tableau récapitulatif des différents stimuli modulant la sécrétion d’IL-8
dans I’intestin. CEI : cellules épithéliales intestinales, + : augmentation, - : pas d’effet. Les

voies de signalisation impliquées dans ces modulations figurent entre parentheses. Les

références de ces études sont mentionnées dans le texte.

Stimulus

Modéles

Effet sur la sécrétion d’IL-8

Maladies infectieuses

Toxines A et B du C. difficile

Salmonella dublin
Shigella flexneri
Listeria monocytogenes
Yersinia enterocolita
Escherichia entéroinvasive

Enterococcus faecium
Escherichia non invasive

LPS

MICI

Maladie de Crohn
Rectocolite hémorragique

Meédiateurs inflammatoires

IL-1B
TNFa
PGE,

Neuromédiateurs

SP
Neurotensine
VIP

Mugueuse colique
CEI primaires, T84, HT-29,
HT29 16E
Monocytes primaires, THP-1
Macrophages

HT-29, Caco-2, T84
HT-29, Caco-2, T84
HT-29, Caco-2, T84
HT-29, Caco-2, T84
HT-29, Caco-2, T84

T84
T84

Cellules épithéliales intestinales

myofibroblastes

Mugueuse colique
Mugueuse colique

Caco-2
HT-29
T84

NCM460
NCM460
HT-29 16E

+
+

+ (p38, NF-kB, AP-1)
+

+ + + + +

+ (p38, NF-xB, INK)

+ (p38, ERK1/2, INK, AP-1, NK-kB)

+ (APMc, PKA)

+ (Rho)
+ (Rho, NF-xB, p38, ERK1/2)
+ (p38, ERK1/2)
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De nombreux médiateurs pro-inflammatoires, tels que I’IL-1p3, le TNFa., I’IFNy ou les
prostaglandines, sont responsables de I’augmentation de I’expression de I’IL-8 (Hoffmann,
2002). Concernant la physiopathologie intestinale, la régulation de I’expression de I’'IL-8 a
surtout été étudiée dans des modeles de cellules épithéliales intestinales en réponse a ces
médiateurs inflammatoires (Parhar et coll., 2003 ; Garat et Arend, 2003 ; Jijon et coll., 2002 ;
Warhurst et coll., 1998 ; Yu et Chadee, 1998). Ainsi, I’IL-1p active les voies de signalisation
intracellulaires p38 dans les cellules Caco-2 conduisant a I’augmentation de I’expression des
ARNm de I’'IL-8. Cependant dans ce modele, I’activation de p38 n’implique pas NF-xB
(Parhar et coll., 2003). L’induction de I’expression de I’IL-8 dans les cellules Caco-2 en
réponse a I’IL-1p a également été montree par Garat et Arend (2003), qui ont de plus observe
que I’IL-1ra bloquait cette induction par I’inhibition des voies p38 et NF-xB, sans modifier
les voies ERK1/2 et INK. Le TNFa induit, quant a lui, I’expression des ARNm et la sécrétion
de I’IL-8 par les cellules HT-29 par I’activation de p38, ERK1/2, JNK, AP-1 et NK-kB.
L’effet de p38 est en particulier impliqué dans la stabilisation des ARNm, car son inhibition
entraine I’accélération de la dégradation des ARNm de I’IL-8, mais n’agit pas sur la liaison de
AP-1 et de NF-xB sur I’ADN (Jijon et coll., 2002). L’ importance de la voie JNK dans la
régulation de I’expression de I’IL-8 a aussi été décrite dans les cellules épithéliales
intestinales traitées a I’IL-13 (Bocker et coll., 2000). Les voies de signalisation activées par
I’IL-1p ou le TNFa conduisant & la régulation de I’expression de I’IL-8 sont résumées dans la
figure 9. Le role des prostaglandines sur I’expression de I’IL-8, notamment celui de PGE,,
serait quant a lui médié par I’AMPc et la protéine kinase A (PKA) dans les cellules T84 (Yu

et Chadee, 1998).
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Figure 9 : Schéma simplifié des voies de signalisation intracellulaires activées par I’lL-

1B ou le TNFa régulant I’expression de I’l1L-8. (d’aprés Hoffmann, 2002)
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Les voies de signalisation p38 et ERK1/2 interviennent dans I’induction de la
production d’IL-8 par la toxine A du C. difficile dans les monocytes THP-1 (Warny et coll.,
2000). Toutefois la toxine A du C. difficile semble également utiliser d’autres voies de
signalisation pour induire la production d’IL-8 dans les monocytes humains. Jefferson et coll.
(1999) ont en effet montré que la toxine A utilise le calcium intracellulaire et active des
calmodulines pour induire la sécrétion et I’expression du géne de I’'lL-8. Cet effet serait
couplé a I’activation de la translocation de NF-xB, notamment de I’hétérodimére p50-p65, et
impliquerait AP-1. Dans la lignée de cellules épithéliales intestinales HT-29, He et coll.
(2002) ont de plus montré que la toxine A induit la sécrétion d’IL-8 par la génération de
radicaux oxygénés libérés par les mitochondries. Celle-ci ne serait pas liée a I’inactivation de
Rho mais impliquerait la translocation de NF-kB. L’activation des protéines Rho (RhoA,
Racl, Cdc42) a cependant été liée a I’induction de la production d’IL-8 dans les cellules
NCM460 non transformées par la substance P et la neurotensine (Zhao et coll., 2002, 2003).
L activation du promoteur de I’lL-8 par la neurotensine via les protéines Rho impliquerait
NF-kB (Zhao et coll., 2003a). La neurotensine active de plus les voies p38 et ERK1/2 dans les
cellules NCM460 non transformées. Le VIP active ces mémes voies dans les cellules HT-29

clone 16E (Toumi et coll., 2004).

1.4.2.4- Roles fonctionnels de I’1L-8

L’IL-8 est I'un des principaux facteurs impliqués dans la chimioattraction des
neutrophiles (Baggiolini et coll., 1989). Linevsky et coll. (1997) ont en particulier montré que
les surnageants de culture de monocytes traités a la toxine A ou a la toxine B du C. difficile
induisent la migration de neutrophiles, ce qui est totalement bloqué par I’ajout d’un antisérum

dirigé contre I’IL-8. L’IL-8 est également responsable de la migration des lymphocytes T
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(Larsen et coll., 1989 ; Wang et coll., 1996) et des lymphocytes B (Schratzberger et coll.,
1997a).

Les effets de I’IL-8 sur les leucocytes sont médiés par les récepteurs couplés aux
protéines liées au GTP, situés a leur surface. L’addition d’IL-8 & des neutrophiles provoque
des modifications trés rapides de leur cytosquelette. En particulier la polymérisation et la
désorganisation de I’actine conduit & la formation de lamellipodes, comme illustré sur la
figure 10. La polarisation de la cellule, établie par la formation et la rétraction de ces
lamellipodes, permet la migration de la cellule. Ces changements sont caractéristiques du
chimiotactisme des leucocytes, dont la direction du mouvement est déterminée par le gradient
de concentration de la substance chimiotactique (figure 11). Les voies de signalisation
impliquées dans la polarisation des leucocytes sont principalement les protéines Rho et
Pl;Kinases (Niggli, 2003). La stimulation des neutrophiles conduit également a I’expression
de molécules d’adhésion, permettant aux leucocytes de traverser les vaisseaux sanguins et
d’atteindre les tissus inflammatoires ou infectés. D’autres modifications du phénotype des
neutrophiles sont caractéristiques de leur chimiotactisme. Il s’agit de la modification du taux
intracellulaire de calcium, de la production de radicaux oxygénés et de lipides, et de la
libération de protéases contenues dans leurs granules (Baggiolini, 1999).

D’autres fonctions de I’IL-8 ont également été mises en évidence. Des études ont en
effet montré que I’IL-8 stimule la migration d’une lignée colique cancéreuse humaine
LIM1215 in vitro (Wilson et coll., 1999) et favorise la croissance de cellules épithéliales
intestinales cancéreuses HCT116A, HT-29 et Caco-2, de maniére autocrine (Brew et coll.,
2000). Ces observations suggerent I’implication de I’IL-8 dans les processus de réparation de
la muqueuse colique. Des études ont également montré que I’'IL-8 est impliquée dans les

processus d’angiogenése (Gillitzer et Goebeler, 2001).

47



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 10 : Changement de forme de leucocytes humains vus au microscope électronique
a balayage. A gauche, les leucocytes sont dans une solution saline contrdle. A droite les

leucocytes sont placés en présence d’un chimioattractant. (Baggiolini, 1999)
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Figure 11 : Localisation polarisée de protéines de signalisation et de composants du
cytosquelette dans la migration des leucocytes. Tandis que les récepteurs au
chimioattractant sont répartis uniformément a la surface de la cellule, la production de
Ptins(3,4,5)P3 est localisée et induit la polymérisation de I’actine via I’activation de Rac. Akt,
une cible de la P13 kinase est également située au niveau des déformations de la cellule,
comme Arp2/3. Les intégrines modulent I’attachement réversible du lamellipode « avant » au

substrat et dissocient I’attachement du lamellipode « arriere ». (Niggli, 2003)
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Par ailleurs, les chimiokines de la famille de I’IL-8, comme GRO-J dont le récepteur
est le méme que celui de I’'IL-8, auraient également un réle neuromodulateur. En effet, une
étude réalisee au moyen d’une culture primaire de cervelet de rat a montré que GROp inhibe
I’apoptose induite par des modifications de la concentration en potassium (Limatola et coll.,

2000).

1.4.3- MIP-1 (Macrophage Inflammatory Protein-1) et sa régulation en

physiopathologie

Les chimiokines MIP-1 sont de petites protéines de 8-10 kDa qui appartiennent au
groupe CC de la famille des chimiokines. Les protéines MIP interviennent dans
I’inflammation aigué et chronique par le recrutement de cellules immunitaires pro-
inflammatoires vers le site de I’agression, telles que les cellules T (Maurer et Von Stebut,
2004). Schall et coll. (1993) ont ainsi montré que MIP-1p attire préférentiellement les
lymphocytes T, tandis que MIP-1a attire les lymphocytes B et les cellules T cytotoxiques a
faible dose, et les lymphocytes T a forte concentration. A concentration équivalente, MIP-1a.
est un chimioattractant plus puissant que MIP-1p (Schall et coll., 1993). MIP-1 et MIP-1a
induisent également la migration des monocytes, MIP-1a étant, dans ce cas aussi, plus
puissant que MIP-13 a des doses équivalentes (Cross et coll., 1997). Ces deux chimiokines
ont également été impliquées dans I’attraction des cellules dendritiques et des cellules NK
(Maurer et Von Stebut, 2004), et dans la sécrétion d’autres mediateurs inflammatoires, tels
que les prostaglandines ou I’histamine (Maurer et VVon Stebut, 2004).

Chez I’homme et la souris, MIP-1a (CCL3) et MIP-13 (CCL4), sont codées par des
genes organisés en trois exons et deux introns situés respectivement sur le chromosome 11 et

17 (figure 12). MIP-1a et MIP-18 sont synthétisées sous forme d’un précurseur de 92 acides
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Figure 12 : Structure des génes de MIP-1a et MIP-1f et séquences peptidiques de la
protéine mature correspondante. Ces génes sont organisés en 3 exons et 2 introns. Les
parties noires correspondent aux séquences non traduites, les parties blanches aux séquences
traduites, mais non sécrétees, et la partie hachurée a la séquence traduite de la protéine
mature. Les éléments cystéines conservés sont soulignés. (d’aprés Maurer et VVon Stebut,
2004).
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aminés. La forme mature de la protéine (69-70 acides aminés), qui est sécrétée, est générée
par des peptidases qui clivent les peptides signaux hydrophobes (Menten et coll., 2002).

Bien que les études concernant la régulation des protéines MIP-1 au cours de
I’inflammation intestinale soient moins nombreuses que celles concernant I’IL-8, des
modifications de leur expression ont été rapportées au cours de processus inflammatoires
intestinaux. Dans des biopsies coliques de patients atteints de la maladie de Crohn ou de la
rectocolite hémorragique, une augmentation de I’expression de MIP-1a et de MIP-1p a été
décrite (Banks et coll., 2003). Olsson et coll. (2000) ont quant a eux montré par une étude
immunohistochimique que la muqueuse colique de patients infectés par le VIH présente une
inflammation, caractérisée notamment par une augmentation de I’expression de MIP-1a et de
MIP-1, et du nombre de cellules T dans la lamina propria. Des observations similaires ont
été faites chez des patients présentant une MICI (Olsson et coll., 2000).

Chez la souris, I’infection par la toxine A du C. difficile, conduit également a une
augmentation de I’expression de MIP-1a dans I’iléon (Ishida et coll., 2004). Une induction de
I’expression de MIP-18 a de plus été montrée dans les cellules épithéliales intestinales chez la
souris infectée par Cryptosporidium parvum (Lacroix-Lamandé et coll., 2002). Des
médiateurs inflammatoires tels que I’IL-1B régulent I’expression de MIP-13 dans les
hépatocytes (Zhang et coll., 2003) et dans une lignée neuronale humaine NT2-N (Guo et coll.,
2003). Dans ces deux études, NF-«kB a éte identifie comme un élément clé de la régulation de

I’expression de MIP-1p par I’IL-1.
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1.5- Les interactions entre les cellulaires immunitaires et non immunitaires au

cours de I’inflammation intestinale

L’inflammation intestinale a longtemps été considérée comme étant simplement le fait
du systéeme immunitaire, indépendant de I’intervention de son environnement cellulaire.
Cependant, I’intestin est un organe complexe, comprenant une multitude de types cellulaires
interagissant les uns avec les autres (Fiocchi, 1997). L’inflammation intestinale est donc
maintenant considérée comme étant la résultante d’interactions complexes entre les différents

types cellulaires peuplant I’intestin, immunitaires ou non immunitaires (figure 13).
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Figure 13 : Interactions multidirectionnelles entre cellules effectrices et cellules cibles en

physiologie et physiopathologie intestinale. (Fiocchi, 1997).
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Néanmoins, seules quelques études établissent des preuves directes de I’existence
d’interactions entre les différentes composantes du tube digestif au cours de I’inflammation.
Par exemple, une étude récente a montré que les lymphocytes CD4+ de la lamina propria
interagissent avec les cellules épithéliales intestinales au cours de I’infection par le parasite
Toxoplasma gondii, ce qui conduit a une altération de la production de chimiokines et favorise
I’invasion du parasite (Mennechet et coll., 2002). Au cours de I’infection par la toxine A du
C. difficile, une étude a montré que la coculture de la lignée épithéliale colique avec des
myofibroblastes sous-épithéliaux restaure le niveau de la résistance trans-épithéliale abaissée
par la toxine A. Cet effet serait médié par le TGFB (Johal et coll., 2004). De méme, la
sécrétion d’IL-8 induite par I’IL-1p est réduite lors de la coculture de cellules épithéliales
intestinales (HT29, HCT116, Colo-320 ou Caco-2) avec des cellules endothéliales (HMEC-1).
Cet effet impliquerait également le TGF-f (Lugering et coll., 1998).

Un nombre croissant d’études suggere que ces différents types cellulaires formant le
tube digestif interagissent avec une autre composante clé de la paroi intestinale, le systeme
nerveux entérique, aussi bien en physiologie qu’en physiopathologie intestinale. La suite de
cette étude bibliographique sera donc centrée sur I’étude du systéme nerveux entérique en

physiologie et physiopathologie intestinale.
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2- Le systeme nerveux enterique

2.1- Découverte du systéeme nerveux entérigue (SNE) et historique

La neurogastroentérologie, discipline qui étudie le SNE, a débuté , a la fin du XIXéme
siécle, par la découverte du role fonctionnel du SNE par W. M. Bayliss et E. H. Starling. Chez
des chiens anesthésiés, ces auteurs ont isolé des anses d’intestin qu’ils ont soumises a une
pression exercée au niveau de la lumiére intestinale. Ils ont observé une contraction du coté
oral suivie d’une relaxation du c6té anal, qui s’accompagnait d’un mouvement du contenu
luminal. Bayliss et Starling ont appelé ce phénomeéne « la loi de I’intestin », phénomeéne qui
est, de nos jours, connu sous le terme de « réflexe péristaltique » (Bayliss et Starling, 1899 ;
Bayliss et Starling, 1900a ; Bayliss et Starling, 1900b). De plus, ces auteurs, en sectionnant
tous les nerfs communiquant entre le systeme nerveux central et I’intestin, ont observé que le
réflexe était maintenu. Ils introduirent alors le terme de « mécanisme nerveux local ». Ces
résultats ont été confirmés chez le cobaye sur des anses isolées d’intestin (Trendelenburg,
1917).

L’existence de neurones dans la paroi de I’intestin a été mise en évidence par L.
Auerbach et G. Meissner environ 50 ans plus t6t. Des marquages a I’argent réalises par R.Y.
Cajal ont permis d’établir que les neurones de I’intestin étaient de différents types
morphologiques. La classification a été effectuée par A.S. Dogiel selon leur
microarchitecture. La compréhension des caractéristiques neurochimiques du SNE a été
initiée par J.N. Langley qui a cartographié le systéme nerveux autonome. Ce dernier a décrit
le SNE comme une troisieme division du systeme nerveux autonome en 1921. Dans les
années suivantes, le SNE a néanmoins été considéré comme un simple relais post-

ganglionnaire du systéme nerveux autonome (Hansen, 2003). Ce n’est qu’a partir des années
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1970 que les travaux de Gershon, Costa, Furness, Wood et North ont permis un plein essor de
la caractérisation du SNE et de ses roles, grace au développement d’une part des techniques
d’immunohistochimie et de tracage neuronal, et, d’autre part, des techniques

d’électrophysiologie et de neuropharmacologie.

2.2- Caractéristiques générales du SNE

2.2.1- Organisation su SNE

L’organisation du SNE varie selon le segment du tube digestif et selon I’espéce
(Timmermans et coll., 1997). Le SNE est organisé principalement en deux plexus : le plexus
sous-muqueux et le plexus myentérique, également appelé plexus d’Auerbach (figure 14). Au
sein des plexus, les neurones sont organisés en ganglions reliés entre-eux par des fibres
interganglionnaires. Le plexus sous-muqueux, situé sous la mugueuse, n’est présent que dans
I’intestin. Chez le cobaye, un seul plexus sous-mugueux est distingué, tandis qu’il en existe
deux chez le porc, et trois chez I’homme (Timmermans et coll., 1997 ; Wedel et coll., 1999).
Ces trois plexus sous-muqueux humains sont (1) le plexus de Meissner situé directement sous
la muqueuse, (2) le plexus intermédiaire, et (3) le plexus de Henlé accolé au muscle circulaire.
Ces trois plexus, reliés entre eux par des interconnexions, sont considérés comme étant une
unité fonctionnelle, bien qu’ils présentent des différences anatomiques et neurochimiques. Le
plexus myentérique est localisé entre le muscle circulaire et le muscle longitudinal, et est
présent tout le long du tube digestif. Il contient plus de neurones par ganglions et des fibres

interganglionnaires plus épaisses que le plexus sous-muqueux (figure 15).
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Figure 14 : Schéma simplifié de la localisation des plexus sous-muqueux et myentérique
dans la paroi intestinale.

Figure 15. Marquage immunohistochimique d’un ganglion du plexus sous-muqueux (A)
et du plexus myentérique (B). Les neurones sont marqués par la NSE (Neurone Specific
Enolase) et révélés par un anticorps secondaire couplé au FITC. La barre d’échelle correspond

a25 um.
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Le plexus sous-muqueux controle les fonctions de la muqueuse, notamment les
fonctions sécrétoires. Le plexus myentérique contrdle quant a lui principalement la fonction
de motricité digestive. Cependant il existe des communications étroites entre ces deux plexus
permettant de coordonner les fonctions de sécrétion et de motricité (Cooke et coll., 1993). Ces
principales fonctions seront détaillées dans le paragraphe 2.3.

Le SNE forme également des projections vers les ganglions cceliaques et
mésentériques (Szurszweski et coll., 2002) et des projections extra-digestives vers le pancréas
(Tiscornia, 1977 ; Anglade et coll., 1987 ; Kirchgessner et coll., 1990) et le sphincter d’Oddi
de la vésicule biliaire (Mawe et Gershon 1989).

Il existe également des connexions entre le SNE et le systéme nerveux périphérique
sympatique et parasympatique. Les réflexes neuronaux intrinséques modulant des fonctions
intestinales sont également sous la dépendance de modulations par le systéme nerveux

extrinseque, provenant des fibres sympatiques ou parasympatiques (Wood, 1994).

2.2.2- Composants cellulaires du SNE

Le SNE est composé de trois types cellulaires différents : les neurones, les cellules

gliales et les cellules souches neuronales, dont la mise en évidence est trés récente (Kriger et

coll. 2002).

2.2.2.1- Les neurones du SNE

Le SNE contient environ 100 millions de neurones. Les neurones peuvent étre classés

difféeremment selon leur morphologie, leur codage neurochimique ou leurs propriétés

électrophysiologiques. Ces caractéristiques ont été établies au moyen de différentes
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techniques, comme la microscopie, I’immunohistochimie, I’électrophysiologie et le tracage
neuronal.

Selon leur morphologie, les neurones sont classés de Dogiel type | a VII et neurones
géants. La plupart des neurones sont de types I-111 (Furness, 2000) (figure 16). Les neurones
de type | possedent un seul axone et de multiples dendrites courtes et lamellaires. Les
neurones de type Il sont dotés de plusieurs axones et ne présentent pas de dendrites, et enfin,
les neurones de type Ill possedent un seul axone et de multiples dendrites longues
(Timmermans et coll., 1997).

Les neurones du SNE synthétisent différents neurotransmetteurs ce qui détermine leur
codage neurochimique. Plus d’une trentaine de neurotransmetteurs/neuromédiateurs ont été
répertoriés dans le SNE et jusqu’a 11 substances différentes ont été identifiées dans un méme
neurone (Furness, 2000). Ce sont de petites molécules, comme la sérotonine, des peptides,
comme le vasoactive intestinal peptide (VIP), ou des gaz, comme le NO. lls permettent aux
neurones de communiqguer entre eux ou avec leurs cellules cibles effectrices. Pour un souci de
clarté, la fonction de certains de ces neuromédiateurs sera détaillée dans la partie consacrée
aux réles du SNE dans I’homéostasie intestinale (paragraphe 2.3).

Une autre caractéristique importante des neurones entériques est leur comportement
électrophysiologique qui permet de moduler directement la libération de neuromédiateurs
(quantité et types de neuromédiateur) a I’interface neuro-neuronale ou neuro-effectrice.
Schématiquement, il existe deux types de neurones du point de vue de leur comportement
électrophysiologique : les neurones S et les neurones AH (Furness, 2000). Le type S
(Synaptique) correspond a des neurones recevant des signaux d’autres neurones via des
synapses. lls présentent une morphologie Dogiel de type |I. Les neurones AH

(AfterHyperpolarization) sont caractérisés par un potentiel d’action, insensible a la
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Figure 16 : Principaux types morphologiques de la classification Dogiel des neurones
entériques de l’intestin gréle chez le cobaye. a-c: neurones de type I, uniaxonaux
multidendritiques (courtes et lamellaires; d-e: neurones de type Il, adendritiques
multiaxonaux ; f: neurones de type Ill, uniaxonaux et multidendritiques (longues); g :

neurones filamenteux. (d’apres Timmermans et coll., 1997)
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tétrodotoxine (TTX), suivi d’une hyperpolarisation tardive, pendant laquelle I’excitabilité du
neurone est réduite. Les neurones AH ont une morphologie Dogiel de type 11 (Furness, 2000).
Le comportement électrophysiologique des neurones peut étre modulé par d’autres neurones
I’innervant. Ces modulations incluent des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE)
rapides ou lents, des potentiels postsynaptiques inhibiteurs (PPSI) (figure 17).

D’un point de vue fonctionnel, les neurones du SNE forment un réseau intégratif,
organisé en neurones sensitifs, interneurones et neurones moteurs. Pour plus de clarté, la
description du fonctionnement de ces réseaux sera illustrée dans le paragraphe consacré aux

roles du SNE dans I’homéostasie intestinale (paragraphe 2.3).
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Figure 17 : Neurotransmission dans le systétme nerveux entérique. PPSE : potentiel
postsynaptique excitateur , PPSI : potentiel postsynaptique inhibiteur (Hansen, 2003)
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2.2.2.2- Les cellules gliales du SNE

Les cellules gliales entériques (CGEs), 4 fois plus nombreuses que les neurones,
jouent un réle structural et de soutien important dans le SNE (figure 18). Elles se situent au
niveau des ganglions, ou elles encerclent les neurones, et au niveau des fibres
interganglionnaires et des prolongements des neurones, qu’ils forment vers la musculaire
mugqueuse, les vaisseaux sanguins et les glandes sécrétrices (Cabarrocas et coll., 2003). Selon
leur emplacement, les CGEs présentent des morphologies différentes. Dans les ganglions,
elles ont une forme étoilée et de nombreux prolongements courts, tandis que lorsqu’elles sont
situées autour des fibres interganglionnaires, elles forment des prolongements plus courts et
paralléles aux fibres (Hanani et Reichenbach, 1994). Elles expriment différents marqueurs
spécifiques tels que la GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Jessen et Mirsky 1980), et S-
100 (calcium binding protein) (Ferri et coll., 1982 ; Jessen et Mirsky, 1983). Une étude in
vitro a cependant montré que parmi les cellules gliales, exprimant toutes S-1003, seule une
sous-population exprime GFAP chez le rat (Von Boyen et coll., 2004). D’autres marqueurs
des cellules gliales sont la glutamine synthétase (Jessen et Mirsky 1983), la vimentin (Jessen
et Mirsky 1983) et la L-arginine (Nagahama et coll., 2001). Comme le montre le tableau 7, les
CGEs présentent beaucoup de similitudes avec les astrocytes du systéme nerveux central. Par
exemple, comme les astrocytes, les CGEs forment des contacts avec la lame basale entourant
le ganglion et les vaisseaux sanguins (Hanani et Reichenbach, 1994). Les CGEs sont reliées
entre elles par des jonctions communicantes (Maudelj et Hanani, 1992). Un nombre croissant
de données suggérent de plus I’implication des CGEs dans la survie des neurones. En effet,
dans un modeéle d’ablation de la glie, une neurodégénérescence a été observée (Bush et coll.,
1998). Les CGEs pourraient assurer la survie des neurones entre autres par

I’approvisionnement de ces derniers en nutriments. La glie est en effet I’unique intermédiaire
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-

/
Figure 18 : Marquage immunohistochimique de neurones et de cellules gliales de plexus
sous-muqueux chez la souris. Les cellules gliales, immunoréactives pour la GFAP (Cy3,
orange), encerclent les neurones regroupés en ganglions (fleches blanches). Les neurones

paraissant en vert (FITC) immunoréactifs pour la choline acétyl transférase (ChAT), les autres
(marqueés d’une croix blanche) ne sont pas immunoréactifs pour la ChAT.
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Tableau 7 : Comparaison des caractéristiques des astrocytes du systeme nerveux central
(SNC) avec celles des cellules gliales entériques. ND : non déterminé. (Cabarrocas et coll.,
2003)

Caractéristiques phénotypiques et Astrocytes du SNC Cellules gliales entériques
fonctionnelles

Morphologie - Forme étoilée - Forme étoilée
- Grande plasticité notamment dans - Nombreux prolongements
I’espace périsynaptique enveloppant les groupes de
- Deux sous-types neurones
- Forment un large syncitium couplé - Deux sous-types
a des jonctions communicantes - Large syncitium couple a des

jonctions communicantes

Marqueurs GFAP, Ran-2, vimentin, glutamine GFAP, Ran-2, vimentin, glutamine
synthetase, L-arginine synthetase, L-arginine
Interactions avec les vaisseaux Prolongements épais en contact Prolongements épais en contact
sanguins avec les vaisseaux sanguins avec les vaisseaux sanguins
Régulation de la perméabilité Induction des propriétés de la
tissulaire barriére hématoencéphalique sur les ND

cellules endothéliales
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entre les neurones et les vaisseaux (Maudelj et Hanani, 1992). Elles sont de plus riches en
granules de glycogene (Cook et coll., 1976), permettant I’approvisionnement des neurones en
glucose ; elles sont également la seule source pour les neurones de L-arginine (Nagahama et
coll., 2001), le substrat nécessaire a la synthése du neuromédiateur NO dans le SNE. Les
CGEs pourraient de plus assurer la survie des neurones par la production de facteurs
neurotrophiques, comme le GDNF (glial-derived neurotrophic factor) (Bér et coll., 1997). Les
CGEs expriment enfin la glutamine synthétase, impliquée dans la détoxification au glutamate

(Jessen et Mirsky 1983).

2.2.2.3- Les cellules souches du SNE

L’existence de cellules souches neuronales entériques a été mise en évidence par
Kriiger et coll. (2002), chez le rat. Ces cellules, une fois mises en culture, forment des
colonies contenant des neurones, des CGEs et des myofibroblastes. De plus, tranfectées chez
des embryons de poulet, ces cellules permettent de générer des neurones et des CGEs. Ces
neurones expriment une variété de neuromédiateurs présents dans le SNE. Bondurand et coll.
(2003) ont montré que des progéniteurs de neurones et de cellules gliales entériques sont

capables de coloniser un intestin de souris sain ou aganglionique, en culture d’organe.

2.2.3- Développement du SNE

Le SNE dérive de cellules précurseurs des segments vagal, sacré et rosto-troncal de la

créte neurale (Gershon, 1998). Les cellules du segment vagal colonisent tout I’intestin, celles

du segment sacré migrent uniquement vers I’intestin post-ombilical et celles du segment

rosto-troncal colonisent I’cesophage et I’estomac. Les cellules de la créte neurale vagale
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colonisent le tube digestif dans le sens rostro-caudal dés la 7°™ semaine de gestation chez
I’homme (Burns et coll., 2004). Au cours du développement, I’intervention séquentielle de
différents facteurs et de leurs récepteurs permet la différenciation des neurones et des CGEs.
Un de ces facteurs est le GDNF, qui se fixe sur le récepteur a activité tyrosine kinase Ret, qui
est essentiel a la survie, a la prolifération et a la différenciation durant les étapes précoces du
développement du SNE. Une étude récente a en effet montré que le GDNF est sécrété par le
tube digestif selon un gradient de concentration rostro vagal précédent le front de migration
des cellules de la créte neurale (Natarajan et coll., 2002). Ainsi, une altération ciblée du géne
Ret chez la souris a pour résultante I’absence de ganglion entérique et une agenese rénale
(Schuchardt et coll., 1994). Chez I’homme, des mutations du génes Ret sont associées a des
formes de mégac6lon (Romeo et coll., 1994 ; Hofstra et coll., 1994). En particulier, la maladie
de Hirschprung, caractérisée par une absence de ganglions entériques dans le colon distal, est
associée a une mutation du gene Ret (Newgreen et Young, 2002). Les récepteurs a
I’endothéline-3 et & I’endothéline-B jouent également un réle important dans la migration et le
développement du SNE (Baynash et coll., 1994 ; Hosoda et coll., 1994). Une altération ciblée
de ces deux génes provoque chez la souris un mégacolon aganglionnaire.

La différenciation des cellules de la créte neurale en neurones ou en cellules gliales
commence des le début de leur migration. Burns et coll. (2004) ont en particulier identifié des
marqueurs neuronaux précoces, tels que la NO synthase (NOS) et la sérotonine (5-HT),
comme étant exprimés au cours du développement du SNE. Le calcitonin gene-related peptide

(CGRP) et la ChAT apparaissent quant a eux plus tardivement.
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2.3- Role du SNE dans I’homéostasie intestinale

2.3.2- Controle de la motricité digestive par le SNE

Bayliss et Starling ont les premiers apporté des preuves d’un réflexe péristaltique dans
le cblon de chien (Bayliss et Starling, 1900). lls ont montré qu’une stimulation mécanique de
la paroi colique, ou de celle de I’intestin gréle, induisait une contraction du c6té oral et une
relaxation du c6té anal. Aprées dénervation extrinséque, ce réflexe persiste (Furness et coll.,
1995), montrant que le SNE contient tous les éléments nécessaires a la mise en place d’un tel
réflexe, soit des neurones sensitifs, des interneurones et des neurones moteurs.

L’initiation du réflexe péristaltique débute par une perception sensitive d’un stimulus,
mécanique ou chimique au niveau de la muqueuse. Un certain nombre d’évidences montrent
que les neurones ne détectent pas directement les changements du contenu luminal, mais que
c’est la muqueuse qui leur transmet un signal. En effet, la distension mécanique de la
muqueuse entraine la libération de sérotonine par les cellules entérochromaffines de la
barriére épithéliale intestinale, qui agit ensuite sur les terminaisons nerveuses sensitives
(Furness et coll.,, 1998 ; Kirrchgessner et coll., 1992). Il s’agit des neurones sensitifs
intrinseéques, les IPAN (Intrinsic Primary Afferent Neurone), qui présentent une morphologie
de type Il dans la classification de Dogiel et un comportement électrophysiologique de type
AH (Furness, 2000). Ils sont immunoréactifs pour la ChAT, la SP et la calbindine dans I’iléon
de cobaye (Costa et coll., 1996). Les IPAN sont sensibles a trois types de stimuli: les
modifications chimiques, les distensions intestinales et les distorsions mécaniques de la
mugqueuse (Furness et coll., 1999). Bertrand et Bornstein (2002) ont montré que I’ATP
pourrait également activer les IPAN du plexus myentérique chez le cobaye. L’activité

électrique des IPAN chez le cobaye est modulée par des PPSE lents médiés par des récepteurs
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NK-3 (Neunlist et coll., 1999). Les IPAN sont, en effet, connectés entre eux sur toute la
circonférence et tout le long du tube digestif afin de coordonner I’activité motrice (Furness et
coll., 1998).

Les IPAN contrélant le péristaltisme établissent des connections avec les
interneurones ascendants et descendants, dont I’axone projette respectivement vers le c6té
oral et anal. Il existe une seule classe d’interneurones ascendants, immunoréactifs pour la
ChAT, la SP et la calrétinine (Brookes et coll., 1997). La transmission entre les interneurones
ascendants est médiée par I’ACh, se fixant sur les récepteurs nicotiniques nAChR. Les
transmissions vers les neurones moteurs excitateurs sont assurées par I’ACh et les
tachykinines (récepteur NK3) (Bornstein et coll., 2004). Parmi les trois types d’interneurones
descendants, dont I’axone projette dans la direction anale, le groupe d’interneurones
ChAT/NOS/VIP est impliqué dans le réflexe péristaltique tandis que le groupe ChAT/SOM
est impliqué dans la conduction des complexes myoélectriques migrants dans I’intestin gréle
(Furness, 2000). Les transmissions émises par les interneurones descendants vers les neurones
moteurs inhibiteurs sont largement médiées par I’ATP, via son groupe de récepteurs P2X, et
peu par I’ACh (Furness et coll., 2000).

Les derniers éléments du circuit neuronal contrdlant le péristaltisme sont les neurones
moteurs ascendants ou descendants. Ces neurones présentent une morphologie Dogiel de type
| et un comportement électrophysiologique de type S (Furness, 2000). Dans I’intestin gréle de
cobaye, les neurones moteurs excitateurs représentent 10% et les neurones moteurs inhibiteurs
12% des neurones myentériques totaux (Costa, 1996). Les neurones moteurs excitateurs
contiennent des substances comme I’ACh et les tachykinines, notamment la SP et la
neurokinine A, et I’enképhaline, et possédent des projections longues et courtes (Holzer et
coll., 1993 ; Lippi et coll., 1998 ; Furness, 2000). L’activation de ces neurones entraine une

dépolarisation et une contraction du muscle, bloquée par des antagonistes aux récepteurs a
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I’ACh et aux tachykinines. L’activation des neurones moteurs inhibiteurs induit une
hyperpolarisation et la relaxation du muscle. Dans la plupart des espéces, cette réponse utilise
des composantes rapides, médiées par I’ATP, ou lentes, via le NO, ou tardives médiées par le
VIP (Hansen, 2003).

Les cellules interstitielles de Cajal (CIC) jouent un r6le déterminant dans le contrdle
neuronal de la contraction musculaire. Dans la plupart des régions du tube digestif, un réseau
de CIC est localisé dans I’espace inter-musculaire, au niveau du plexus myentérique, entre le
muscle circulaire et le muscle longitudinal (Ward et coll., 2004). Elles jouent un rdle de
« pacemaker » en générant des ondes lentes de propagation de la motricité intestinale. En
effet, une mutation de c-kit, un facteur clé dans le développement des CIC, entraine une perte
de Iactivité de pacemaker (Ward et coll., 1994 ; Torihashi et coll., 1995). Ces cellules sont
innervées par les neurones moteurs entériques et sont capables de répondre a différents
neurotransmetteurs (Ward et coll., 2004). Des données récentes montrent que la transmission
nerveuse motrice implique peu de connections directes entre les neurones et les muscles, mais
impliquent principalement des connections entres les neurones et les CIC, couplées aux
muscles par des jonctions communicantes (pour revue voir Ward et coll., 2004).

Les différents circuits nerveux impliqués dans le réflexe péristaltique sont représentés

sur la figure 109.
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Figure 19: Schéma des voies nerveuses intrinseques impliquées dans le réflexe
péristaltique. M : muqueuse ; SM : sous-muqueuse ; MC : muscle circulaire ; PM : plexus
myentérique ; ML : muscle longitudinal ; CIC : cellules interstitielles de Cajal.

69



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.3.3- Contrdle des fonctions de la barriére épithéliale intestinale par le

SNE

2.3.3.1- Contrdéle du transport vectoriel d’électrolytes et de mucus par

le SNE

Plusieurs études ont montré que des stimuli mécaniques de la muqueuse colique chez
le cobaye et I’lhomme induisent la sécrétion d’électrolytes, qui est bloquée par la TTX et qui
est reproduite par la sérotonine (Sidhu et cooke, 1995 ; Cooke et coll., 1997 ; Kellum et coll.,
1999). Des voies nerveuses sensitives intrinséques, situées dans la sous-muqueuse, et des
voies extrinséques sont impliquées dans ce réflexe (Furness, 2000 ; Weber et coll., 2001). La
distension de la muqueuse induirait la libération de sérotonine ou I’activation de récepteurs
mécanosensibles. 1l en résulte I’activation des terminaisons nerveuses sensitives impliquant
les tachykinines et des voies cholinergiques ou non (Kuwahara et Cooke, 1990 ; Cooke et
coll., 1997 ; Weber et coll., 2001). En particulier, I’étude de Weber et coll. (2001) a montré
que la distension de la muqueuse colique chez le cobaye active les neurones sensitifs
extrinséques, ces derniers activant a leur tour les IPAN de la sous-muqueuse via la libération
de SP, se fixant sur les récepteur NK-1 et NK-3 des IPAN. D’autres neurotransmetteurs,
comme le CGRP et la neurotensine, ont également été impliqués dans ce réflexe dans
I’intestin gréle de cobaye (Pan et Gershon, 2000 ; Riegler et coll., 2000).

L’activation de ces deux voies sensorielles conduit a I’activation des neurones
sécrétomoteurs sous-muqueux. Chez le cobaye, les neurones sécrétomoteurs innervant la
muqueuse colique sont polarisés. Une étude a en effet montré que les neurones
sécrétomoteurs descendants sont VIPergiques, tandis que les neurones sécrétomoteurs

ascendants sont cholinergiques (Neunlist et coll., 1998). Les neuromédiateurs libérés par les
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neurones sécrétomoteurs impliqués dans le contrble de la sécrétion d’électrolytes colique en
réponse a une distension de la muqueuse sont donc le VIP et I’ACh chez le cobaye (Weber et
coll., 2001). Les circuits neuronaux impliqués dans le contrble de la sécrétion chez le cobaye
sont schématisés sur la figure 20.

Les neurones sous-muqueux ont également été impliqués dans le contrdle de la
sécrétion de mucus par la libération de certains de leurs neuromédiateurs tels que le VIP ou

I’ACh (Plaisancié et coll., 1998).

2.3.3.2- Controle de la perméabilité paracellulaire de I’épithelium

digestif par le SNE

Des études récentes ont suggéré I’implication de voies nerveuses dans le contréle de la
perméabilité paracellulaire de la barriere épithéliale intestinale. Ainsi, Crowe et coll. (1993)
ont observé que I’augmentation de la perméabilité chez des rats allergiques a I’ovalbumine est
inhibée par la TTX. De méme, le jelne du porcelet entraine une augmentation de la
perméabilité au niveau du jéjunum, qui est bloguée par la TTX et par des antagonistes des
récepteurs cholinergiques (Hayden et Carey, 2000). Le role direct du SNE dans le contrdle de
la perméabilité n’a cependant été montré que récemment. Dans un systeme de coculture
composé de sous-muqueuse humaine et de la lignée épithéliale colique HT-29 clone 16E,
Neunlist et coll. (2003a) ont montré que la stimulation électrique des neurones sous-mugqueux
diminue la perméabilité de I’épithélium, ce qui est associé a une augmentation de I’expression

de ZO-1. Cet effet passe par I’activation de voies VIPergiques (Neunlist et coll., 2003a).
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Figure 20 : Circuits neuronaux impliqués dans le contrble nerveux de la sécrétion
d’electrolytes chez le cobaye. SM: sous-muqueuse ; M: muqueuse; NSM: neurone

sécrétomoteur. (d’apres Weber et coll., 2001).

72



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L’effet direct de neuromediateurs sur la perméabilité de la barriere épithéliale
intestinale a également été étudié. Blais et coll. (1997) ont montré, sur des lignées épithéliales
coliques humaines (Caco-2, HT-29 clone 19A), que le VIP diminue la perméabilité tandis que
I’acétylcholine I’augmente. Héllgren et coll. (1998) ont quant a eux montré que la neurokinine

A augmente la permeabilité dans le duodénum de rat, effet qui est inhibé par le VVIP.

2.3.3.3- Contréle de la proliféeration cellulaire de I’épithélium par le

SNE

Des études récentes ont montré I’implication du SNE dans la régulation de la
prolifération de la barriére épithéliale intestinale. En particulier, Bjerknes et Cheng (2001) ont
montré que les effets trophiques du GLP-2, facteur impliqué dans les processus de croissance
et de réparation de la barriere épithéliale intestinale, sont probablement médiés par le SNE.
Ainsi, les effets du GLP-2 sur des progéniteurs de cellules épithéliales intestinales sont
bloqués par la TTX. Les neurones intrinséques serviraient d’intermédiaire par la fixation de
GLP-2 sur des récepteurs situés a leur surface, ce qui induit I’expression de c-fos, un
marqueur d’activation neuronale. Le SNE est également capable de contrdler directement la
prolifération de I’épithélium digestif. En effet, dans un modele de coculture sous-muqueuse
humaine/HT-29 clone 16E, Toumi et coll. (2003) ont montré que I’activation électrique des
neurones diminue la prolifération des cellules épithéliales par une voie VIPergique. L’effet
direct de neuromédiateurs a également été étudié. Ainsi I’implication de la somatostatine a été
suggérée car des antagonistes de ce neuropeptide blogue la prolifération des cellules
épithéliales intestinales in vivo (Pawlikowski 1993 ; Thompson 1993 ; Castell 2001). Dignass

et coll. (1998) ont de plus montré que I’ADP et I’ATP augmentent la prolifération des cellules
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épithéliales intestinales in vitro. Le VIP et le PACAP diminuent quant & eux la prolifération
de 4 lignées épithéliales coliques (Lelievre et coll., 1998).

Les CGE semblent également étre impliquées dans la régulation de la prolifération de
I’épithélium digestif. Ainsi, Steinkamp et coll. (2003) ont montré que le GDNF, un facteur
neurotrophique sécrété par les cellules gliales, possede des propriétés anti-apoptotiques sur les
lignées épithéliales coliques HT-29 et SW480. Une étude récente a de plus apporté des
preuves directes du contrble négatif de la prolifération de différentes lignées épithéliales
intestinales par les CGEs dans un modele de coculture cellules épithéliales intestinales/CGEs

(Neunlist et coll., 2004).

2.3.3.4- Contrdle du flux sanguin intestinal par le SNE

Le contréle du flux sanguin intestinal résulte de la modulation de la balance
vasoconstriction/vasodilatation des artérioles situées dans la sous-muqueuse. Dans I’intestin
gréle et le cdlon, le contrdle nerveux de la vasoconstriction est assuré exclusivement par des
fibres nerveuses extrinseques sympatiques provenant des ganglions cceliaques et
mésentériques, via I’ATP qui active les récepteurs P2X des artérioles (Vanner et Surprenant,
1992 et 1996).

Le réflexe vasodilatateur fait quant a lui appel a des voies nerveuses intrinséques et
extrinseques. Le contrdle extrinséque de la vasodilatation des artérioles fait intervenir la SP et
le CGRP libérés par les terminaisons nerveuses extrinséques sensibles a la capsaicine
(Vanner, 1994). Le contrdle intrinséque du réflexe vasodilatateur implique principalement le
plexus sous-muqueux (Jiang et Surprenant, 1992 ; Vanner et Surprenant, 1991 ; Galligan et

coll.,1990). Cependant, la participation de neurones du plexus myentérique a également été
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suggérée dans I’activation de neurones vasodilatateurs sous-muqueux conduisant a la
dilatation des artérioles (VVanner et coll., 2000).

La réponse vasodilatatrice induite par la stimulation de la muqueuse est bloquée par
I’ajout simultané d’antagonistes des récepteurs a la sérotonine 5-HT3 et 5-HT,, suggérant
I’implication de voies dépendantes de la sérotonine dans I’activation des IPAN sous-mugqueux
(dotés du récepteurs 5-HT,) et des IPAN myentériques (dotés du récepteurs 5-HT3) (Reed et
Vanner, 2003 ; Vanner et Macnaughton, 2004). L’innervation intrinseque des artérioles de la
sous-muqueuse dans I’intestin gréle de cobaye est cholinergique muscarinique. L activation
des récepteurs muscariniques M3 par I’acétylcholine induit la libération de NO qui provoque
la vasodilatation de I’artérioles (Andriantsitohaina et surprenant, 1992). Dans le cdlon distal
de cobaye, Vanner et Surprenant (1991) ont identifié, en plus de I’innervation cholinergique,
une composante non-cholinergique supplémentaire intervenant dans la vasodilatation,

impliquant le VIP et la SP.
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3- RoOles du systeme nerveux entérique au cours de I’inflammation

intestinale

Un nombre croissant d’études suggere I’implication du SNE dans les maladies
inflammatoires intestinales, d’origine chronique ou infectieuse. Ainsi, des voies nerveuses
joueraient un réle important dans les phases d’initiation de la réponse inflammatoire. De plus,
I’activité du SNE serait modulée, voire altérée, lors de processus inflammatoires intestinaux,
conduisant a I’émergence de troubles fonctionnels de la motricité et de la sécrétion

d’électrolytes.

3.1- Robles des voies nerveuses dans I’initiation et le contrble de I’'inflammation

intestinale

3.1.1- Mise en évidence de I’intervention de voies nerveuses au cours de

I’inflammation intestinale

Des études récentes menées par différentes équipes ont montré que la réponse
intestinale a différents pathogenes est orchestrée par des cascades cellulaires complexes
impliquant le systeme nerveux. En particulier, I’implication de voies nerveuses extrinséques
dans le développement de la réponse inflammatoire causée par la toxine A du C. difficile a
largement été décrite. En effet, I’inhibition des fibres extrinséques sensitives, par la
capsaicine, ou la dénervation chirurgicale du systeme nerveux extrinseque diminuent les
manifestations de I’infection par la toxine A chez le rat, telle que I’inflammation, mesurée par
I’activité de la myélopéroxydase, et la sécrétion de fluides (Castagliuolo et coll., 1994 ;

Mantyh et coll., 2000). De plus, I'utilisation d’antagonistes de neurotransmetteurs
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caractéristiques des fibres sensitives extrinséques, tels que la SP ou le CGRP, avant I’infection
par la toxine A, inhibe également I’inflammation (Pothoulakis et coll., 1994 ; Keates et coll.,
1998). La synthese de la SP et du CGRP est d’ailleurs augmentée dans les ganglions de la
racine dorsale 1 heure aprés le début de I’infection par la toxine A (Castagliuolo et coll.,
1997 ; Keates et coll., 1998). Le récepteur NK-1 a la SP semble également capital dans
I’initiation des manifestations pathologiques liées a la toxine A du C. difficile. Chez des souris
génétiquement déficientes pour le récepteur NK-1, la toxine A n’induit ni altération de
I’épithélium, ni augmentation de la sécrétion de fluides, ni inflammation (Castagliuolo et
coll., 1998b). Pothoulakis et coll. (1998) ont de plus montré une augmentation de I’expression
du récepteur NK-1 30 minutes apreés I’ajout de la toxine A dans la muqueuse intestinale, en
particulier dans les cellules épithéliales intestinales. Cette induction est inhibée suite au
prétraitement des rats avec I’antagoniste CP-96.345, suggérant que I’induction de NK-1R est
dépendante de la SP (Pothoulakis et coll., 1998). Mantyh et coll. (1996a) ont également
montré que I’expression des récepteurs a la SP est massivement induite dans les vaisseaux
sanguins et les organes lymphoides suite a I’infection par la toxine A du C. difficile. Dans un
autre modele infectieux, I’injection d’un anticorps neutralisant anti-SP ou I’utilisation d’un
antagoniste du récepteur a la SP protége les souris de I’inflammation induite par Trichinella
spiralis, suggérant la aussi un contréle nerveux de I’inflammation (Agro et Stanisz, 1993 ;
Kataeva et coll., 1994).

L’implication de voies nerveuses dans le développement des MICI a également été
suggérée, en dépit de preuves directes chez I’homme, grace aux études réalisées dans des
modeéles animaux de colite. Ainsi, I’inhibition du récepteur a la SP ou un antagoniste du
neuropeptide Y (NPY) réduit les manifestations inflammatoires induites par le DSS (Dextran
Sodium Sulfate) chez le rat ou la souris, suggérant le réle pro-inflammatoire de ces voies

nerveuses dans I’inflammation (Stucchi et coll., 2000 ; Hassani et coll., 2005). De méme, un
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antagoniste du récepteur a la SP diminue [I’inflammation induite par le TNBS
(TriNitriBenzene Sulfonic acid) chez le rat (Mc Cafferty et coll., 1994). Cependant, le role
pro-inflammatoire du systeme nerveux extrinséque n’est pas clairement établi. En effet, chez
des rats traités au DSS, la capsaicine augmente les manifestations inflammatoires telles que
I’infiltration des neutrophiles, suggérant un role protecteur des afférences primaires sensibles
a la capsaicine (Domek et coll., 1997). De plus, dans le modéle TNBS chez le rat, les
afférences primaires sensibles a la capsaicine semblent également jouer un réle protecteur,
tandis que I’altération des nerfs sympatiques par la 6-hydroxydopamine réduit I’état
inflammatoire des rats, suggérant le réle des voies sympatiques dans le développement de la
colite (Mc Cafferty et coll., 1997).

L’ensemble de ces données montrent I’implication de voies nerveuses extrinseques
dans I’initiation et le développement de I’inflammation, d’origine chronique ou infectieuse.
Concernant le SNE, aucune étude, a notre connaissance, n’a montré son implication directe
dans de tels processus. Cependant, des preuves indirectes, telles que I’ablation de la glie
entérique, la production de neuromédiateurs ou de cytokines par le SNE, suggérent qu’il

jouerait un role dans le contrdle de I’inflammation.

3.1.2- Roles immunomodulateurs potentiels du SNE

3.1.2.1- Le role immunomodulateur des CGEs

L’importance des CGEs dans le controle de I’inflammation a récemment été suggérée

par I’étude de deux modéles murins d’ablation de la glie. Dans ces deux modéles, les animaux

déclarent une jéjuno-iléite suivie d’une mort rapide. La destruction de la glie dans la région
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jéjuno-iléale serait responsable des lésions séveres de la barriere épithéliale intestinale,
accompagnées d’une hémorragie intraluminale (Bush et coll., 1998 ; Cornet et coll., 2001).

Un nombre croissant d’études suggéerent en effet que les CGEs sont impliquées dans la
réponse inflammatoire intestinale, au méme titre que les astrocytes dans le systeme nerveux
central (tableau 8). Des études ont en effet montré que la glie répond a différents médiateurs
inflammatoires. En particulier, I’IL-1p et I’'lL-10 ont été impliqués dans le contrble de la
prolifération des CGEs de rat. L’IL-1p réduit la prolifération des CGEs tandis que I’l1L-10
I’inhibe a faible dose et I’augmente a forte dose (Ruhl et coll., 2001a). De plus, I'lL-1p
augmente I’expression et la sécrétion d’1L-6 par les CGEs de rat (Ruhl et coll., 2001b).

Les CGEs peuvent de plus étre considérées comme des cellules présentatrices
d’antigénes. En effet, les CGEs expriment de maniére constitutive le CMH de classe I.
Geboes et coll. (1992), ont de plus montré que le CMH de classe 1l est induit dans les CGEs
du plexus sous-muqueux et du plexus myentérique au cours de processus inflammatoires tels
que la maladie de Crohn, ce qui peut conduire a I’infiltration de cellules T au voisinage des
CGEs exprimant le CMH de classe 1. Ce résultat a été confirmé in vitro par Hollenbach et
coll. (2000), qui ont montré que les CGEs n’expriment pas de maniére constitutive le CMH de
classe 1, mais que ce dernier est induit suite au traitement des CGEs par un mélange de TNFa.
et d’IFNy.

Enfin, grace a la sécrétion de facteurs neurotrophiques, les CGE pourraient étre
impliquées dans la modulation de I’inflammation intestinale. En effet, dans un modele murin
TNBS, I'utilisation d’anticorps neutralisants NT-3 et le NGF (Nerve Growth Factor) conduit a

une augmentation de la séverité de I’inflammation (Reinshagen et coll., 2000).
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Tableau 8 : Comparaison des caractéristiques des astrocytes du systeme nerveux central

et de la glie entérique en condition physiopathologique. (D’apres Cabarrocas et coll., 2003)

Caractéristiques phénotypiques et Astrocytes du SNC Cellules gliales entériques
fonctionnelles

Morphologie en physiopathologie Hypertrophie, hyperplasie, Hyperplasie
surexpression de GFAP et de la
vimentine
Production de cytokines IL-1, IL-6, IL-10, IFN-o et -3, IL-6, IL-1p
TGF-B
Production de chimiokines RANTES, IL-8, MCP-1, IP-10 ND
Expression de CMH Classe | et Il inductible Classe | et Il inductible
Molécules costimulatrices CD80, CD86, CD40 ND
(controversé)
Voies des antigenes Classes | et 11 Classes | et 11

Présentation d’antigénes a :

Cellules T CD4+ naives Dépend de I’addition d’IFNy ND
Cellules T CD4+ activées Oui Oui
Cible pour les cellules T CD8+ Oui Oui

cytotoxiques
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3.1.2.2- Contrdle de I’inflammation intestinale par les neuromédiateurs

Il n’existe pas, a notre connaissance, de preuves montrant que les neuromédiateurs
sécrétés par le SNE jouent un réle direct dans le contréle de I’inflammation.Cependant, des
données anatomiques ont depuis longtemps suggéré que les neuromédiateurs, libérés par les
extrémités nerveuses, sont impliqués dans la régulation de la réponse inflammatoire
intestinale. En effet, des études ont montré une forte proximité entre les nerfs, qu’ils soient
d’origine intrinséque ou extrinséque, et les effecteurs du systeme immunitaire (Feher et coll.,
1997).

Parmi les neuromédiateurs présents dans le SNE et dont I’implication au cours de
I’inflammation a été suggérée, deux groupes peuvent étre distingués (tableau 9). Le premier
groupe, réunissant la SP, le CGRP et le NPY, correspond aux neuromédiateurs ayant des
effets pro-inflammatoires. En effet, la SP a été largement impliquée dans la propagation de
I’inflammation causée par la toxine A du C. difficile (Castagliuolo et coll., 1997 ; Pothoulakis
et coll., 1994) ou dans les modeles animaux de MICI (Stucchi et coll., 2000 ; Mc Cafferty et
coll., 1994). De plus, au cours de I’infection par Schistosoma mansoni chez la souris, des
études ont montré que la SP via son récepteur NK-1, joue un réle crucial dans I’induction de
la sécretion d’IFNy par les cellules T stimulées par un antigene, ce qui influence la formation
des granulomes et I’expression des IgG2a (Blum et coll., 1993 ; Blum et coll., 1999). La SP
induit également la sécrétion de TNFa par les macrophages de la lamina propria par un effet
paracrine ou autocrine apres injection de la toxine A du C. difficile dans la lumiére intestinale
d’iléon de rat (Castagliuolo et coll., 1997). Des études in vitro ont également montré que la SP

induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires.
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Tableau 9 : Neuromédiateurs pro- et anti-inflammatoires présents dans le SNE. Les

études mentionnées dans ce tableau sont citées dans le texte.

Effets Neuromediateurs Modeles
Pro-inflammatoires SP In vivo : Toxine A du C. difficile, Shistosoma
mansoni, TNBS, DSS
In vitro : cellules mononuclées du sang
périphérique, macrophages, neutrophiles et
colonocytes
CGRP In vivo : Toxine A du C. difficile, In vitro :
cellules mononuclées du sang périphérique et
macrophages
NPY In vivo : DSS
Anti-inflammatoires VIP In vivo : TNBS, endotoxine
In vitro : macrophages
PACAP In vivo : endotoxine

Somatostatine

In vitro : macrophages

In vivo : T. spiralis
In vitro : cellules épithéliales intestinales
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Ainsi, la SP augmente la sécrétion d’IL-1p, d’IL-6 et de TNFa par les cellules mononuclées
du sang périphérique ou les macrophages (Cuesta et coll., 2002 ; Laurentzi et coll., 1990 ;
Yaraee et coll., 2003), et I’IL-8 par les neutrophiles (Serra et coll., 1994). Une étude suggere
cependant que seuls les monocytes activés au LPS peuvent répondre a la SP en sécrétant des
cytokines, telles que I’'IL-6 (Lieb et coll., 1996). La SP est également capable d’induire la
sécrétion d’IL-8 par les colonocytes NCM460 non transformés transfectés avec I’ADNc du
récepteur NK-1, via la famille des Rho Kinases (Zhao et coll., 2002) et par I’activation de la
PKC (Koon et coll., 2005).

Un autre neuromédiateur ayant des effets pro-inflammatoires est le CGRP. L’effet pro-
inflammatoire du CGRP a en particulier été montré lors de I’infection par la toxine A du C.
difficile chez le rat (Keates et coll., 1998). Des études in vitro ont de plus montré que le CGRP
augmente la sécretion d’IL-1p, d’IL-6 et de TNFa par les cellules mononuclées du sang
périphérique et les macrophages (Cuesta et coll., 2002 ; Yaraee et coll., 2003). Le
neuropeptide Y serait également responsable d’effets pro-inflammatoires au cours de la
réponse inflammatoire intestinale. Ainsi, chez des souris traitées au DSS, un antagoniste du
récepteur Y1 du NPY atténue I’inflammation. Des résultats similaires ont été obtenus chez
des souris invalidées pour le géne du récepteur Y1 (Hassani et coll., 2005).

Le second groupe de neuromédiateurs impliqués dans le contrdle de I’inflammation
intestinale concerne les neuromédiateurs ayant un effet anti-inflammatoire tel que le VIP, le
PACAP et la somatostatine (tableau 8). Une étude récente, menée in vivo, a en effet montré
que le VIP, injecté par voie intra péritonéale, diminuait les signes cliniques et histologiques de
I’inflammation causée par le TNBS chez la souris (Abad et coll., 2003). Les effets du VIP
passeraient par la diminution de I’expression de cytokines pro-inflammatoires de type TH-1,
telles que le TNFa, I’IL-1p, I’IL-6 et I’1L-12, et I’augmentation de I’expression de cytokines

anti-inflammatoires de type TH-2 telles que I’IL-10 ou I’lL-4 (Abad et coll., 2005). D’autres
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études menées in vitro ont montré I’implication du VIP dans la régulation de la secrétion de
cytokines par les cellules immunitaires. Dans les monocytes humains THP-1, le VIP diminue
la production d’IL-8 par inhibition de la voie dépendante de NF-xB (Delgado et Ganea,
2003). De plus, le VIP et le PACAP inhibent la secrétion de chimiokines du groupe CXC
(MIP-2 et KC) et du groupe CC (MIP-1a, MIP-13, MCP-1 et RANTES) par I’inhibition de la
liaison de NF-xB a I’ADN in vitro et in vivo, ce qui conduit a une baisse du recrutement de
neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes dans un modele de péritonite aigué chez la
souris (Delgado et Ganea, 2001). Le VIP et le PACAP diminuent également la sécrétion de
TNFa et d’IL-6 par les macrophages de souris stimulés par de fortes doses de LPS (Delgado
et coll., 1999 ; Martinez et coll., 1998). La somatostatine peut quant a elle inhiber la
dégranulation des mastocytes au cours de I’infection par T. spiralis (Saavedra et Vergara,
2002). De plus, la sécrétion d’1L-8 et d’IL-1p par les cellules HT-29 et Caco-2, spontanée ou
induite par le TNFa ou Salmonella type D est reéduite par la somatostatine (Chowers et coll.,
2000).

Par ailleurs, des études ont montré que les neuromédiateurs peuvent induire
I’expression d’IL-8 par les cellules épithéliales intestinales. Ainsi, dans les cellules
épithéliales intestinales HT-29 clone 16E, le VIP induit I’expression et la sécrétion d’IL-8 par
une voie dépendante des MAP kinases p38 et ERK1/2 (Toumi et coll., 2004). La neurotensine
induit également la sécrétion d’IL-8 par les colonocytes humains (lignée NCM460 non
transformées) par une voie Rho kinase dépendante de NF-«xB (Zhao et coll., 2003a).

Cependant le réle de cette sécrétion d’IL-8, pro-inflammatoire ou réparateur, n’est pas connu.

84



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

3.1.2.3- Production de cytokines par les neurones entériques

Des études suggerent que le réle immunomodulateur du SNE pourrait également
passer par la production de cytokines/chimiokines par les neurones. Suite a I’inflammation de
la muqueuse par Trichinella Spiralis chez le rat, une augmentation de I’expression des ARNm
et de la sécrétion de TNFa, d’IL-1a et -1, et d’IL-6 a été observée dans des préparations de
muscle longitudinal-plexus myentérique (Khan et Collins, 1994). Cependant cette étude n’a
pas permis d’identifier la ou les source(s) cellulaire(s) impliquée(s) dans la sécrétion de ces
cytokines. Ces derniéres peuvent en effet étre sécrétées par des cellules musculaires, des
cellules immunitaires, de la glie ou des neurones. Une étude a également montré I’expression
du TGFB dans le plexus myentériqgue d’estomac de rat (Hoffmann et coll., 1997).
L’expression d’IFNy a egalement été détectée dans des terminaisons nerveuses situées le long
de I’intestin chez le rat (Ljungdahl et coll.., 1989). Néanmoins, ces études n’ont pas non plus
permis d’identifier, de la glie ou des neurones, quel type cellulaire est impliqué dans
I’expression de ces cytokines. Une étude préliminaire récente a cependant montré que des
neurones myentériques d’estomac de rat sont immunoréactifs pour I’IL-1B et I’IL-6, aussi

bien en situation basale que suite & I’inflammation induite par le LPS (Schicho et coll., 2003).

L’ inflammation intestinale pourrait donc étre en partie orchestrée par des composantes
du SNE. Cependant, une fois I’inflammation installée, le SNE subit lui-méme des altérations,
liées notamment a la sécrétion de médiateurs inflammatoires dans son voisinage. Ces
altérations du SNE pourraient étre & I’origine de certains troubles fonctionnels rencontrés au

cours de pathologies inflammatoires intestinales.
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3.2- Altérations du SNE induites par I’inflammation

Les altérations recensées au cours de I’inflammation sont multiples. Il s’agit
d’altérations anatomiques des ganglions, de modifications du codage neurochimique et de la

sur-excitabilité électrique des neurones.

3.2.1- Altérations anatomiques

Les modifications de I’architecture des ganglions et de I’innervation concernent
principalement des altérations de la structure, telle que I’hyperplasie ou I’hypertrophie
(Geboes et Collins, 1998), et la formation d’infiltrats inflammatoires au sein des ganglions,

également appelé neuropathies inflammatoires (De Giorgio et coll., 2004).

3.2.1.1- Altérations structurales des plexus

Une multitude d’études histologiques ont montré des anomalies de la structure des
plexus et des cellules du SNE au cours des MICI chez I’homme. Il s’agit notamment d’une
hypertrophie et d’une hyperplasie des nerfs, et des composants des ganglions. Au cours de la
maladie de Crohn, une hypertrophie des nerfs et une augmentation de la taille des nerfs ont
souvent été rapportées dans les régions inflammatoires (pour revue voir Geboes et Collins,
1998). L’épaississement des nerfs a plutdt été observé dans la sous-muqueuse, mais est
également présent dans la muqueuse et le plexus myentérique. Cet épaississement a, en
particulier, été décrit dans I’iléon et le c6lon de patients atteints de la maladie de Crohn grace
a une étude histologique et immunohistochimique, utilisant des anticorps dirigés contre les

neurofilaments (Belai et coll., 1997). Une hyperplasie des nerfs est également souvent
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observée au cours de la maladie de Crohn (pour revue voir Geboes et Collins, 1998). En
particulier, une étude a montré I’existence d’une hyperplasie des nerfs dans I’iléon et le clon
de patients atteints de la maladie de Crohn ou de la rectocolite hémorragique. L hyperplasie
parait plus profonde pour la maladie de Crohn (Lindgren et coll., 1993). Elle est associée a
une augmentation de I’expression de récepteurs au NGF au cours de la maladie de Crohn dans
les neurones, la glie et les cellules T (Von Herbay et coll., 1993). Au cours des MICI, une
hypertrophie des neurones et des dommages neuronaux ont de plus été observés. Une
augmentation du nombre de cellules a I’intérieur des ganglions sous-mugqueux a également été
rapportée, mais sans pouvoir identifier s’il s’agissait des neurones ou de la glie (pour revue
voir Geboes et Collins, 1998). Ces différentes anomalies morphologiques observées au cours

de la maladie de Crohn et de la rectocolite hémorragique sont résumées dans le tableau 10.

Tableau 10 : Principales anomalies morphologiques du SNE observées au cours des
MICI chez I’lhomme. (d’aprés Geboes et Collins, 1998)

Critere Maladie de Rectocolite
Crohn hémorragique

Fibres nerveuses

Hypertrophie (muqueuse, +++ -
Sous-muqueuse)

Hyperplasie ++ +
Dommage axonal ++ +

Corps cellulaire neuronal

Normal

Hypertrophie ++ +

Hyperplasie ++ +

Dommage ++ +
Cellules gliales

Hyperplasie ++ ?

87



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

L’étude des modéles inflammatoires murins a surtout révélé une baisse du nombre de
neurones au sein des ganglions. Dans le modéle DNBS chez le rat, une baisse significative du
nombre de neurones dans les régions inflammatoires a été observée dés 24h. Au bout de 4 a 6
jours d’inflammation, I’effectif des neurones est diminué de 50%. Dans le plexus sous-
muqueux, le nombre de ganglions est également diminué, contrairement au plexus
myentérique (Sanovic et coll., 1999). Le mécanisme lié & cette perte neuronale serait
I’apoptose et est bloqué par du sérum anti-neutrophiles (Boyer et coll., 2005). Au cours de
I’infection par Shistosoma Mansoni, une atteinte des ganglions a également été observée,
s’accompagnant parfois de cellules apoptotiques a I’intérieur des ganglions (Bogers et coll.,
2000).

De plus en plus d’arguments montre que la glie est également une cible lors de
I’inflammation intestinale. Chez des patients atteints d’entérocolite nécrosante néonatale, une
diminution du nombre de cellules gliales adjacentes aux nerfs 1ésés a été observée (Wedel et
coll., 1998). De méme, une perte d’expression de GFAP a été observée dans des biopsies de
patients atteints de la maladie de Crohn (Cornet et coll., 2001). En revanche, Au cours de
I’inflammation induite par le TNBS chez le cobaye, une prolifération cellulaire a été observée
au sein du plexus myentérique. Il s’agissait de la prolifération des cellules gliales (S-100p3
positives) et non des neurones (Bradley et coll., 1997). De plus, la glie entérique semble étre
la cible de médiateurs pro-inflammatoires car une étude récente a montré que I’IL-1pB, le
TNFa et le LPS sont responsables de I’augmentation du nombre de cellules gliales GFAP
positives, en culture et sur des préparation tissulaires. L’IL-1B induit de plus le taux

intracellulaire de GFAP dans des cellules gliales en culture (Von Boyer et coll., 2004).
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3.2.1.2- Les neuropathies inflammatoires entériques

Il existe différentes formes de neuropathies entériques affectant le SNE (pour revue
voir De Giorgio et Camilleri, 2004). La forme la plus connue et la plus extréme est la maladie
de Hirschsprung, caractérisée par une absence totale de ganglion entérique. Parmi ces
neuropathies, une forme suscite de plus en plus d’intérét : les neuropathies inflammatoires.

Les neuropathies inflammatoires, caractérisées par I’infiltration au sein du plexus
myentérique de cellules immunitaires composés de lymphocytes, peuvent étre trouvées au
cours ou suite a différentes pathologies, comme les syndromes paranéoplasiques, les
infections, les maladies neurologiques, I’achalasie, les collagénoses, ou les MICI (pour revue
voir De Giorgio et coll., 2004). La présence de I’infiltrat inflammatoire peut étre a I’origine
d’une altération de la fonctionnalité du SNE et conduire a un dysfonctionnement de la
motricité digestive. Selon la portion du tube digestif atteinte, les manifestations cliniques
peuvent étre une défaillance du sphincter du bas cesophage (Goldblum et coll., 1996 ;
Goldblum et coll.,, 1994), une gastroparésie (pour revue voir Camilleri, 2002), des
vomissements (De Giorgio et coll., 2000a), une pseudoobstruction intestinale (Stanghellini et
coll., 1988) ou un mégacolon (De Giorgio et coll., 2002). Une étude récente a permis de plus
de suggérer la présence de neuropathie inflammatoire au niveau du plexus myentérique dans
I’intestin gréle de patients atteints de formes sévéres du syndrome de I’intestin irritable
(Tornblom et coll., 2002).

L’infiltrat inflammatoire est composé de lymphocytes CD-3 positifs (figure 21). Des
études récentes ont montré de plus que les lymphocytes formant I’infiltrat inflammatoire
étaient soit CD-4 positifs (phénotype de lymphocytes T-helper) soit CD-8 positifs (phénotype
de lymphocytes cytotoxiques) (De Giorgio et coll., 2000a ; De Giorgio et coll., 2002 ; Smith

et coll., 1997 ; De Giorgio et coll., 2000b ; Clark et coll., 2000). La présence de lymphocytes

89



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Figure 21 : Accumulation de lymphocytes CD3+ au sein du plexus myentérique du cdlon
gauche d’une femme de 55 ans présentant un mégacélon idiopathique. Echelle : 25 um.
(De Giorgio et coll., 2004)
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Figure 22: Coupe d’iléon d’un patient de 20 ans atteint de pseudo-obstruction
intestinale chronique. La photo A (x200) a été prise quelgues années avant la photo B
(x250). Les deux photos montrent une importante infiltration de lymphocytes qui peut
conduire & une baisse du nombre de neurones myentérique (B). (De Giorgio et coll., 2002).
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B et de monocytes a également été détectée dans les infiltrats inflammatoires situés au sein du
plexus myentérique. Schappi et coll. (2003) ont également rapporté que [Iinfiltrat
inflammatoire du plexus myentérique de trois enfants atteints d’obstruction intestinale
fonctionnelle était composé uniquement d’éosinophiles Chez I’'un de ces patients, les auteurs
ont détecté I’expression d’IL-5, un puissant chimioattractant d’éosinophiles, dans les neurones
du plexus myentérique par immunohistochimie. (Schappi et coll., 2003).

L’infiltrat inflammatoire touche principalement le plexus myentérique mais peut
également étre présent dans le plexus sous-muqueux, dans de moindre mesures. La formation
d’infiltrats est associée a une neurodégénérescence et peut parfois conduire a une compléte
disparition des neurones (figure 22) (De Giorgio et coll., 2002 ; Smith et coll., 1997 ;
Tornblom et coll., 2002).

L’infiltrat est également caractérisé par une baisse de I’expression de différents
marqueurs neuronaux, tels que la NSE, le VIP, la SP, le NPY, la NOS et le CGRP (De
Giorgio et coll., 2000a ; De Giorgio et coll., 2002 ; Moses et coll., 2003).

Des observations similaires ont été réalisees dans des modeles animaux,
inflammatoires ou infectieux. Chez des rats traités au DNBS, la colite induite s’accompagne
d’une infiltration du plexus myentérique par des éosinophiles et des neutrophiles et d’une
baisse du nombre de neurones par ganglion au cours du temps (Sanovic et coll., 1999). Chez
des souris infectées par Shistosoma mansoni, la formation d’un infiltrat inflammatoire
constitué de granulocytes et de lymphocytes a été identifiée au niveau du plexus myentérique
autour des neurones, conduisant & un dysfonctionnement de la motricité intestinale (Bogers et
coll., 2001). Enfin, chez le porc infecté par Shistosoma japonicum, une dégénérescence des
neurones a été observée associée a des infiltrats inflammatoires composés d’éosinophiles, de

mastocytes, de lymphocytes et de neutrophiles (Balemba et coll., 2001).
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Au cours des neuropathies inflammatoires, une réponse immunitaire humorale est
souvent associée a I’activation des lymphocytes (pour revue voir De Giorgio et coll., 2004).
En effet, des anticorps circulants dirigés contre des marqueurs neuronaux ont été identifiés
chez des patients atteints de syndrome paranéoplasique (Lennon et coll., 1991 ; King et coll.,
1999). Différentes cibles moléculaires de ces anticorps antineuronaux ont été identifiées. Il
s’agit notamment des anticorps anti-Hu (RNA binding protein Hu), anti-Yo (Purkinje cell
protein Yo) et des anticorps dirigés contre les canaux calciques P/Q et N (pour revue voir De
Giorgio et coll., 2004). Le plus étudié de ces anticorps est I’anticorps anti-Hu, qui est
principalement retrouvé chez des patients atteints de syndrome paranéoplasique (Voltz et
coll., 1997 ; Sutton et Winer, 2002). Les protéines Hu (HuC, HuD, HuR et Hel-N1) sont
principalement exprimées dans le systeme nerveux central et les systémes nerveux
périphériques, a I’exception de HuR (Okano et Darnell, 1997 ; Wakamatsu et Weston, 1997 ;
Lin et coll., 2002). Une étude récente a montré que I’exposition de cultures neuronales
(neuroblastome SH-SY5Y et culture primaire de neurones myentériques) a du sérum de
patient atteint d’un syndrome paranéoplasique contenant des anti-Hu activait des voies de
signalisation proapoptotiques (caspase 3 et apaf-1). Ce résultat suggére donc que les anticorps
anti-Hu seraient responsables de I’altération du SNE et des troubles de la motricité digestive
observés chez des patients atteints de syndrome paranéoplasique (De Giorgio et coll., 2003).

Enfin, chez des patients atteints de ganglionite entérique idiopathique, I’expression de
la chimiokine MIP-1o. a été détectée au sein de ganglions du plexus myentérique, dans des
cellules immunitaires d’infiltrats inflammatoires, mais également dans des cellules gliales et
dans des neurones. L’expression de chimiokines dans les ganglions pourrait étre I’un des
mécanismes possibles de la génération d’infiltrats inflammatoires dans les ganglions au cours

des neuropathies inflammatoires (De Giorgio et coll., 2000).
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3.2.2- L’inflammation intestinale modifie le contenu en neuromédiateurs

des neurones

L’étude du contenu en neuromédiateurs des nerfs et des neurones entériques par
différentes techniques (immunohistochimie et tests radioimmunologiques) ont révelé
I’existence d’altérations du phénotype neurochimique du SNE au cours de I’inflammation
intestinale. Ces modifications concernent notamment I’expression du VIP et de la SP au cours
des MICI et lors de processus infectieux.

Au cours de la maladie de Crohn, différentes études ont rapporté une augmentation de
I’innervation VIPergique, une augmentation du nombre de neurones sous-muqueux et
myentériques VIP-positifs ainsi qu’une concentration plus importante en VIP des tissus dans
les zones inflammatoires (Bishop et coll., 1980 ; O’Morain et coll., 1984 ; Belai et coll.,
1997 ; Schneider et coll., 2001). Des modifications similaires ont été notées dans des zones
non inflammatoires, suggérant que les altérations du SNE ne sont pas localisées uniquement
dans les zones inflammatoires mais qu’elles peuvent également atteindre les zones non
inflammatoires (Schneider et coll., 2001 ; O’Morain et coll., 1984). Néanmoins, d’autres
études ont décrit soit une diminution soit I’absence de changement de la concentration en VIP
des tissus et/ou de I’innervation VIPergique au cours de la maladie de Crohn (Koch et coll.,
1987 ; Sjolund et coll., 1983). Ceci peut étre lié aux stades de la maladie auxquels les malades
sont étudiés, aux traitements qu’ils regoivent, ou a la méthodologie utilisée (étude sur coupe
vs. étude sur paroi entiére). La maladie de Crohn a également été associée a une augmentation
de I’innervation et/ou du nombre de neurones immunoréactifs pour la Thyrosine hydroxylase,
la sérotonine, la NOS et le neuropeptide Y dans le plexus myentérique de I’iléon (Belai et

coll., 1997).
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Au cours de la rectocolite hémorragique, les modifications observées concernent
surtout la SP dans la sous-muqueuse, le plexus myentérique et le muscle longitudinal. Ainsi,
différentes études ont décrit une augmentation du nombre de nerfs SP-positifs, de neurones
myentériques SP-positifs ou de la concentration en SP des tissus (Watanabe et coll., 1998 ;
Keranen et coll., 1995 ; Vento et coll., 2001 ; Neunlist et coll., 2003c). Cette altération du
codage neurochimique a également été observée a distance de I’inflammation, dans des zones
macroscopiquement non inflammatoires (Neunlist et coll., 2003c). D’autres études ont
cependant rapporté soit une diminution soit I’absence de modification de la concentration des
tissus en SP (Renzi et coll., 1998 ; Surrenti et coll., 1993). Comme précédemment, cette
différence peut provenir du stade de la maladie, du traitement des patients ou de la
méthodologie utilisée. La rectocolite hémorragique a aussit été associée a des modifications
du contenu en VIP (Tomita et coll., 2000).

Au cours de processus infectieux, des altérations du contenu en VIP et en SP ont
également été rapportées. Ainsi, une altération de I’innervation VIP ou SP positive a été
observée chez des souris infectées par Shistosoma mansoni (Varilek et coll., 1991) et chez des
porcs infectés par Shistosoma japonicum (Balemba et coll., 2001). Au cours de I’infection par
Trischinella spiralis, une augmentation de la quantité de SP a également été observée dans le
plexus myentérique (Swain et coll., 1992). L’IL-1p serait responsable de la régulation de la

synthese de la SP dans ce modele (Hurst et coll., 1993).

3.2.3- L’inflammation intestinale entraine une sur-excitabilité des

neurones entériques

Le comportement eélectrophysiologique des neurones entériques au cours de

I’inflammation, qui se traduit par des modifications rapides de la libération de
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neuromédiateurs, est I’un des parametres les plus étudiés dans le domaine de la
neurogastroentérologie. Ces études ont surtout été réalisées chez le cobaye, qui est le modele
le plus utilisé pour caractériser les modifications électriques du SNE au cours de

I’inflammation. Ces différentes études sont récapitulées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Tableau récapitulatif des stimuli augmentant I’excitabilité des neurones

entériques. Les références de ces études sont mentionnées dans le texte.

Stimulus inflammatoire Neurone cible Modification

Modeéles animaux des MICI

TNBS (cobaye) Myentériques (AH) Hyperexcitabilité
Sous-muqueux (AH) Hyperexcitabilité

Maladies infectieuses

Trichinella spiralis (cobaye) Myentériques (AH) Hyperexcitabilité
Sous-mugqueux Hyperexcitabilité
Toxine A du C. difficile (cobaye) Sous-muqueux Hyperexcitabiliteé

Médiateurs inflammatoires

IL-1B (homme, cobaye) Sous-mugueux, myentér!ques Hyperexc!tab!l!te}
IL-6 (cobaye) Sous-muqueux, myentériques Hyperexc!tab!l!tg
TNFa (rat) Mye_ntérlques Hyperexc!tab!l!te
PGE, (rat) Myentériques (AH, S) Hyperexc!tab!l!té

PGD; (cobaye) Sous-muqueux Hyperexcitabilité
Tryptase (cobaye) Sous-mugueux Hyperexcitabilité
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Plusieurs études in vivo menées chez I’animal ont montré que I’inflammation
s’accompagne d’une hyperexcitabilité des neurones entériques, car la décharge de potentiels
d’action est plus grande, tout comme la survenue de I’activité électrique spontanée. Au cours
de I’infection par Trichinella spiralis chez le cobaye, Palmer et coll. (1998) ont noté une
augmentation de I’excitabilité des neurones myentériques AH du jéjunum 3, 6 et 10 jours
apres infection par rapport aux animaux non infectés. Chez des cobayes sensibilisés a T.
spiralis, I’exposition a des antigenes de ce parasite augmente I’excitabilité des neurones sous-
mugueux coliques (Frieling et coll., 1994). Xia et coll., (2000) ont montré que la toxine A du
C. difficile altere le comportement électrophysiologique (dépolarisation et augmentation de
I’excitabilité) et les neurotransmissions adrénergiques inhibitrices provenant des fibres
postganglionnaires, en les supprimant. Il s’agit d’un effet direct sur les neurones car il n’est
bloqué ni par la TTX et ni par un antagoniste du récepteur a I’histamine, impliquant les
mastocytes. Cependant les mastocytes ont largement été impliqués dans I’hyperexcitabilité
des neurones au cours d’états infectieux. Reed et coll. (2003) ont en effet montré que les
tryptases des mastocytes et PAR-2 induisent I’hyperexcitabilité de neurones sous-muqueux
chez le cobaye. Dans des modeles inflammatoires chroniques, I’hyperexcitabilité des
neurones a également été mise en évidence. Chez des cobayes traités au TNBS,
I’inflammation s’accompagne d’une augmentation de I’excitabilité des neurones myentériques
coliques de type AH (Linden et coll., 2003). Dans ce méme modeéle inflammatoire, les
neurones sous-muqueux AH sont plus excitables et la transmission synaptique est facilitée,
par un mécanisme pré-synaptique impliquant les récepteurs P2X et 5-HT(3) coté post-
synaptique (Lomax et coll., 2005).

Chez I’homme, une étude réalisée en culture d’organe, a montré que lors de I’infection
par la toxine B du C. difficile, une population de neurones sous-muqueux coliques VIP-

positifs sont activés par I’IL-1f, qui a un effet excitateur direct sur le potentiel membranaire
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(Neunlist et coll., 2003b). Les médiateurs inflammatoires sont en effet impliqués dans
I’augmentation de I’excitabilité des neurones entériques. L’IL-1p et I’IL-6, a des doses
nanomolaires, augmentent I’excitabilité des neurones sous-muqueux intestinaux du cobaye,
caractérisée par la dépolarisation du potentiel membranaire, la diminution de la conductance
membranaire et I’augmentation de la décharge en potentiels d’action. Cette étude montre de
plus que I’IL-1p et I’IL-6 suppriment les PPSE et les PPSI. Ces deux cytokines conduiraient
donc a la suppression de [I’activité inhibitrice de la noradrénaline sur les neurones
sécrétomoteurs, ce qui pourrait contribuer aux diarrhées sécrétoires (Xia et coll., 1999).
L’effet excitateur de I’lL-1p et de I’'lL-6 a été reproduit par Kelles et coll. (2000) sur des
neurones myentériques d’iléon de cobaye, immunoréactifs pour la NOS et I’acétylcholine.
Cette etude a également montré le blocage de la neurotransmission cholinergique par I’IL-1(
et I’'lL-6. Le TNFa diminue quant a lui le potentiel membranaire des neurones myentériques
de rat et potentialise la dépolarisation induite par le carbachol (Rehn et coll., 2004). Les
prostaglandines ont également été impliquées dans I’augmentation de I’excitabilité des
neurones entériques. PGE, augmente I’excitabilité des neurones AH et S du plexus
myentérique de I’iléon de rat (Dekkers et coll., 1997). Chez le cobaye, PGE, dépolarise les
neurones myentériques AH et S et augmente I’excitabilité des neurones. Cet effet est bloqué
par la TTX et un antagoniste des récepteurs a la SP (Manning et coll., 2002). De méme PGD,
active les neurones cholinergiques sous-muqueux coliques de cobaye (Frieling et coll.,
1994b). Linden et coll. (2004) ont de plus montré que Cox-2 contribue a I’augmentation de
I’excitabilité des neurones myentériques AH, associée aux troubles de la motricité, observée
au cours de I’inflammation induite au TNBS chez le cobaye.

L’étude des modeles animaux a de plus révélé que I’inflammation s’accompagne,
outre de I’activation électrique des neurones, de I’induction de I’activité transcriptionelle.

Ainsi, pendant I’infection du jéjunum de cobaye par T. spiralis, la surexcitabilité des neurones
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s’accompagne d’une augmentation de I’expression de c-fos, en particulier dans les neurones
Calbindin positifs (Palmer et coll., 1998). De méme, Tjwa et coll (2003), ont montré que I’IL-
1B induit I’expression du proto-oncogene c-fos, marqueur d’activation neuronale, par une
voie dépendante de Cox-2 dans les neurones et la glie, dans I’iléon et le c6lon de cobaye. Les
neurones ainsi actives sont plutét de phénotype NOS dans le plexus myentérique et plutdt de

phénotype VIP dans le plexus sous-muqueux.

3.3- Troubles fonctionnels liées au SNE au cours de I’inflammation intestinale

L’ inflammation intestinale, quelle qu’en soit I’origine, entraine la plupart du temps des
anomalies fonctionnelles. De telles anomalies ont été rapportées chez I’homme et dans les
modeles animaux, et concernent des modifications de la motricité digestive et de la sécrétion
d’électrolytes. L’objectif de ce chapitre n’est pas de faire une revue exhaustive des altérations
de la motricité et de la sécrétion observées au cours des pathologies inflammatoires humaines
ou dans les modeles animaux, mais de montrer, par quelques exemples, que des altérations de
la motricité ou de la sécrétion ont lieu au cours de I’inflammation et qu’une composante
nerveuse pourrait en étre en partie responsable. En effet, I’action directe de médiateurs
inflammatoires sur le muscle ou les cellules épithéliales sécrétrices a été bien documentée et

ne sera pas développée ici (pour revue voir Mawe et coll., 2004).

3.3.1- Altérations de la motricit¢ du tube digestif au cours de

I’inflammation

Un nombre croissant d’eétudes suggere que dés la premiere étape d’initiation des

réflexes neuronaux, soit la libération de la sérotonine par les cellules entérochromaffines et sa
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fixation sur ces récepteurs présents sur les projections des IPAN, I’inflammation génére des
modifications qui contribuent a I’altération des fonctions régulées par le SNE. Ainsi, lors de
I’inflammation causée par Campylobacter enteritis ou le DSS, une hyperplasie des cellules
entérochromaffines a été observée (Spiller et coll., 2000 ; Oshima et coll., 1999). De méme,
apres 6 jours d’inflammation causée par le TNBS chez le cobaye, une augmentation du
nombre de cellules entérochromaffines et de la libération de sérotonine a été rapportée
(Linden et coll., 2003a). Cette étude a de plus montré que I’expression de la protéine et des
ARNmM du transporteur SERT est diminuée dans les entérocytes de cobaye traité au TNBS, ce
qui augmente d’autant plus la disponibilité de la sérotonine au voisinage des terminaisons
nerveuses.

Des études ont en effet suggéré I’implication des voies nerveuses sensorielles
extrinseques dans les troubles de la motricité observées au cours de I’inflammation. Ainsi,
Shea-Donohue et coll. (1997) ont montré, par une étude utilisant la capsaicine dans un modele
de lapin traité a la ricine, I’implication des afférences sensitives dans I’altération de la
motricité via la libération de médiateurs inflammatoires tels que les prostaglandines et les
leucotriénes. Une étude a de plus montré que les troubles de la motricité induits par
I’irradiation chez le rat dépendent de la SP libérée par les afférences primaires sensitives,
sensibles a la capsaicine (Linard et coll., 2003).

Chez I’homme, Tomita et coll. (1998) ont montré que les altérations de la motricité
colique observées chez des patients atteints de rectocolite hémorragique seraient dues a
I’innervation inhibitrice non-cholinergique et non-adrénergique, innervation qui serait plus
importante chez ces patients. Dans la maladie de Crohn, Koch et coll. (1990) ont montré que
la neurotransmission vers le muscle circulaire est altérée, associée a une baisse de la

disponibilité en VIP.
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L’étude des modeles inflammatoires animaux (lapins traités a la ricine et rats traités au
TNBS) a montré que I’inflammation augmente I’excitation des voies non-cholinergiques et
résulte d’une augmentation de la réponse contractile induite par la SP (Goldhill et coll., 1995 ;
Hosseini et coll., 1999). De plus, les altérations de la motricité ne sont pas limitées aux zones
inflammatoires. En effet, Moreels et coll (2001) ont observé que, suite a une iléite induite au
TNBS chez le rat, la réponse contractile de I’estomac est diminuée et la relaxation du muscle
longitudinale est altérée a cause d’une inhibition de la neurotransmission non adrénergique et
non cholinergique inhibitrice. Dans ce méme modeéle, Poli et coll. (2001) ont noté une
diminution de la libération d’ACh et de la réponse contractile induite par la stimulation de
I’innervation entérique, tandis que la réponse contractile induite par I’apport exogene d’ACh
est augmentée. Cette étude suggere donc que les troubles de la motricité, dans ce modeéle,
dérivent d’une altération de I’innervation cholinergique du plexus myentérique induite par le
TNBS, et non de la réponse du muscle.

Dans les modeéles infectieux, tels que ceux générés par les Helminthes chez la souris, il
existe une hypercontractilit¢ musculaire (Zhao et coll., 2003b ; Akiho et coll., 2002). De
méme, apres I’infection des souris par Shistosoma mansoni, une augmentation de la réponse
contractile de I’iléon a été observée (Bogers et coll., 2000). Ces effets seraient cependant dus
a une augmentation de la réponse du myocyte aux neurotransmetteurs.

Les cellules immunitaires ont largement été impliquées dans I’altération des fonctions
motrices, telles que les lymphocytes T, les mastocytes, les macrophages, les neutrophiles, les
monocytes et les éosinophiles (pour revue voir Collins, 1996). En particulier, une étude a
montré que les macrophages sont impliqués dans I’altération de la voie cholinergique chez la
souris infectée par T. spiralis (Galeazzi et coll., 2000). De plus, un nombre croissant
d’éléments montre le réle clé joué par les mastocytes dans le contrdle neuronal de ces

altérations (Collins, 1996). Les médiateurs inflammatoires, sécrétés par les cellules
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immunitaires au cours de I’inflammation, ont également été impliqués dans les altérations de
la motricité liées a I’inflammation (Morteau et coll., 1993 ; Zhao et coll., 2003b ; Akiho et
coll., 2002). En particulier, I’lL-1p diminue la réponse contractile induite par I’acétylcholine

dans le jéjunum par une voie dépendante du VIP (Aube et coll., 2001).

3.3.2- Altérations de la sécrétion du tube digestif au cours de

I’inflammation

Des troubles du transport d’électrolytes, liés a des altérations des voies neuronales, ont
également été rapportés au cours de I’inflammation. Comme décrit précédemment, la
capsaicine et la dénervation extrinseque chirurgicale bloquent les effets pro-sécrétoires induits
par la toxine A du C. difficile (Castagliuolo et coll., 1994 ; Mantyh et coll., 2000). Des études
récentes ont de plus montré I'implication du SNE dans le controle de la secrétion
d’électrolytes au cours de I’inflammation. Dans un modeéle de colite induite par le TNBS chez
le rat, Sanchez de Medina et coll. (2002) ont montré que I’inflammation inhibe la réponse
sécrétoire induite par le carbachol, effet aboli aprés ablation de la sous-muqueuse ou apres
I’utilisation de la TTX. De méme, I’inflammation, induite par le DSS chez la souris, inhibe la
sécrétion d’électrolytes induite par le carbachol, ce qui est sensible a la TTX (Sayer et coll.,
2002). Cet effet n’est pas bloqué par I’atropine mais par I’héxaméthonium, suggérant

I’implication des voies cholinergiques nicotinergiques.
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SYNTHESE

Un nombre croissant de travaux suggére I’existence d’interactions bidirectionnelles
entre la barriére épithéliale intestinale et le systéme nerveux entérique. Ces études ont, en
particulier, étudié le role des cellules entérochromaffines sur I’activité du SNE (Sharkey et
Mawe, 2002), ou caractérisé le rdle du SNE sur des grandes fonctions physiologiques de la
barriéere épithéliale intestinale, telles que la sécrétion d’électrolytes (Weber et coll., 2001), la
prolifération ou la perméabilité (Neunlist et coll., 2003a ; Hallgren et coll., 1998 ; Bjerknes et
Cheng, 2001). Cependant, I’existence d’interactions entre la barriére épithéliale intestinale et
le SNE, chez I’homme, au cours de processus inflammatoires, est peu décrite. En particulier,
I’hypothése d’interactions entre des constituants de la muqueuse et le SNE modulant la
réponse inflammatoire a peut-étre été avancée mais n’a jamais été prouvee.

Au cours de pathologies inflammatoires intestinales, d’origine infectieuse ou
chronique, de nombreuses études ont identifié le SNE comme étant I’'une des cibles de
I’inflammation. Les médiateurs inflammatoires, sécrétés par les cellules immunitaires au
cours de [Iinflammation, sont en effet capables de modifier le comportement
électrophysiologique et le phénotype neurochimique des neurones (Neunlist et coll., 2003b ;
Linden et coll., 2003 ; Xia et coll., 1999 ; Schemann et Neunlist, 2004). Dans certains cas, ces
médiateurs peuvent également induire la mort des neurones (De Giorgio et coll., 2004b). De
maniére plus surprenante, des études récentes suggérent que des composants du SNE peuvent
eux-méme synthétiser et sécréter des cytokines/chimiokines lors de processus inflammatoires.
La glie, en particulier, est capable de sécréter de I’'IL-6 (Ruhl et coll., 2001). Des résultats
préliminaires suggerent également que des neurones myentériques humains expriment MIP-
1o (De Giorgio et coll., 2000c). Cependant, la capacité des neurones entériques a produire de

I’IL-8, une chimiokine clé de la réponse inflammatoire intestinale, n’a, a notre connaissance,
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jamais été rapportée. De plus, le role de la production de chimiokines par les neurones n’a, a
ce jour, pas €té identifié. Un role potentiel de la sécrétion de chimiokines par les neurones
entériques pourrait étre la formation d’infiltrats inflammatoires au sein des ganglions
myentériques et sous-muqueux, tels ceux dont la présence a été rapportée dans différentes

pathologies inflammatoires intestinales (De Giorgio et coll., 2004b).
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OBJECTIFS

Au regard des questions soulevées par I’étude de la bibliographie, les objectifs de
ce travail de thése étaient :
(1) d’apporter des preuves directes de I’existence d’interactions entre la barriére épithéliale
intestinale et le SNE chez I’homme au cours de processus inflammatoires
(2) de déterminer la capacité des neurones entériques a produire de I’IL-8 en conditions
inflammatoires
(3) d’identifier les médiateurs et les voies de signalisation impliqués dans la régulation de la
production d’IL-8 par les neurones
(4) de montrer la capacité des neurones a induire une réponse chimiotactique des cellules

immunitaires humaines via la production d’IL-8.

Ce travail de these est présenté ici sous forme de trois articles (un sous presse, un
soumis et un en cours de préparation). Le premier article entreprend de montrer I’existence
d’interactions entre la muqueuse et la sous-muqueuse humaine régulant la sécrétion d’1L-8, en
I’absence et en la présence d’un stimulus inflammatoire de la muqueuse génére par la toxine
B du C. difficile, et d’en identifier le(s) médiateur(s) impliqué(s). Cette étude vise de plus a
déterminer la capacité des neurones entériques a produire de I’IL-8 au cours de
Iinflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile, et d’en étudier le(s)
médiateur(s) et le(s) voie(s) de signalisation impliqués. Dans le deuxieme article, nous nous
proposons d’étudier I’implication d’interactions neuro-épithéliales dans la régulation de la
sécrétion et de I’expression des ARNm de I’IL-8 dans les neurones, et d’en identifier le(s)
médiateur(s) impliqué(s). De plus, cette étude vise a rechercher un réle fonctionnel potentiel

de la sécrétion de chimiokines par les neurones. La troisieme étude a pour objectif d’étudier la



régulation de I’expression d’une autre chimiokine, MIP-1B, dans les neurones par des
interactions neuro-épithéliales. Ces trois études sont présentées successivement et sont suivies
de résultats complémentaires qui leurs sont associés. Enfin, I’ensemble de ces résultats sera

discuté dans un chapitre commun.
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ARTICLE 1

I- Mise en évidence d’interactions entre la muqueuse et la sous-muqueuse
humaine au cours de processus inflammatoires intestinaux : implication du

systeme nerveux entérique dans la sécrétion d’IL-8.

L’infection par les toxines du C. difficile génere une inflammation sévere caractérisée
par la sécrétion d’IL-8 et I’infiltration de neutrophiles vers le site de I’inflammation, dont la
premiére cible est la muqueuse intestinale (Pothoulakis et Lamont, 2001). Le plexus de
Meissner, situé dans la sous-muqueuse chez I’homme, a également été récemment identifié
comme une autre cible de la toxine B du C. difficile (Neunlist et coll., 2003b). Néanmoins
I’implication d’interactions entre ces différents compartiments du tube digestif, soit la
muqueuse et la sous-muqueuse humaine, dans la régulation de la sécrétion d’IL-8 au cours de
I’infection par le C. difficile est inconnue.

Par ailleurs, des études ont suggéré que le SNE pouvait étre une source de médiateurs
inflammatoires. En effet, les cellules gliales entériques sont capables de sécréter in vitro de
I’IL-6 en réponse a une exposition a I’IL-1B (Ruhl et coll., 2001) et une étude préliminaire a
montré que certains neurones myentériques sont immunoréactifs pour MIP-1la. chez des
patients atteints de pseudo-obstruction intestinale chronique (De Giorgio et coll., 2000c).
Cependant I’implication directe des neurones entériques dans la production de chimiokines,
telles que I’IL-8, au cours de I’infection par le C. difficile chez I’homme est inconnue. Les
médiateurs et les voies de signalisation impliqués dans la sécrétion d’IL-8 par les neurones
humains n’ont également jamais été décrits.

Dans un premier temps, nous avons développé un modéle de coculture organotypique,
composé de muqueuse et de sous-muqueuse humaine, dans le but d’identifier de potentielles
interactions entre ces deux composantes, en situation controle et suite a I’inflammation de la
muqueuse par la toxine B du C. difficile (10 ng/mL). A partir de pieces de résection

chirurgicale de patients opérés pour cancer, nous avons microdisséqué la muqueuse d’une part
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et la sous-muqueuse contenant le plexus de Meissner, d’autre part (figure 23A). Ces deux

composantes étaient soit placées en coculture (figure 23B) soit cultivées seules (figure 23C).

MICRODISSECTION CONDITIONS DE CULTURE

TR
an Coculture
/ R
Mugqueuse
e ¥t \"\
0 o o \ ) >' —* Wm
Muqueuse

Fragment de Sous-mugqueuse seule >C
c6lon humain i,

Sous-muqueuse/)
seule

Figure 23. Modele d’étude des interactions entre la muqueuse et la sous-muqueuse

intestinales humaines.

Ce modele permet (1) de préserver un niveau d’organisation intégré a I’intérieur de la
muqueuse et de la sous-muqueuse, (2) de traiter I’une des composantes indépendamment de
I’autre, en particulier de générer spécifiguement I’inflammation de la muqueuse par la toxine
B du C. difficile et (3) d’étudier I'implication de facteurs diffusibles dans les interactions
muqueuse/sous-muqueuse. Afin d’identifier des interactions potentielles entre la muqueuse et
la sous-muqueuse humaine, nous avons comparé la sécrétion d’IL-8 obtenue en coculture
avec la somme des secrétions d’IL-8 des deux composantes cultivées seules (figure 23B-C),
en situation controle et suite a I’inflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile.

L utilisation de ce modeéle a montré que, en situation controle, la sécrétion d’IL-8 en coculture
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était plus faible que la somme des sécrétions d’IL-8 des deux composantes cultivees seules.
En revanche, suite a I’inflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile, la sécrétion
d’IL-8 en coculture était supérieure a la somme des sécrétions d’IL-8 de la muqueuse
prétraitée avec la toxine B du C. difficile et de la sous-muqueuse cultivées seules.

Dans un deuxieme temps, nous avons recherché le(s) médiateurs(s) impliqué(s) dans
I’induction de la sécrétion d’IL-8 en coculture suite a I’inflammation de la muqueuse par la
toxine B du C. difficile. Une étude réalisée précédemment au laboratoire avait montré que les
effets de la toxine B du C. difficile sur I’activation des neurones sous-muqueux humains
étaient médiés par I’IL-1f. L’utilisation d’IL-1ra (10 ng/mL) ou d’un anticorps neutralisant
anti-IL-1p (1/200°) a permis de bloquer totalement I’augmentation d’IL-8 induite par la toxine
B du C. difficile en coculture, montrant que cet effet est dépendant d’une voie passant par
I"IL-1B.

Dans un troisiéme temps, nous avons cherché a déterminer la capacité des neurones
sous-muqueux humains a produire de I’lL-8 au cours de I’infection par la toxine B du C.
difficile. Grace a une étude immunohistochimique, nous avons montré que la toxine B du C.
difficile augmente I’immunoréactivité pour I’IL-8 dans les neurones entériques sous-mugqueux
humains aussi bien en coculture que dans une préparation intacte de muqueuse et de sous-
muqueuse. Cet effet est bloqué par I’IL-1ra et reproduit par I’IL-1p humaine recombinante
(10 ng/mL), suggérant I’implication de I’IL-1p dans I’augmentation de I’immunoréactivité de
I’IL-8 dans les neurones induite par la toxine B du C. difficile. L’expression de I’'IL-8 a
également été détectée dans les cellules gliales entériques du plexus sous-mugqueux.

Enfin, nous avons recherche les voies de signalisation impliquées dans I’induction de
la production d’IL-8 par les neurones en réponse a I’lL-1B. Du fait de I’absence d’une
méthode d’isolement et de maintien en culture de neurones entériques humains, nous avons

utilisé deux lignées neuronales humaines différenciées : NT2-N et SH-SY5Y. Dans ces deux
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lignées, nous avons montré que I’1L-1p régule la sécrétion et I’expression des ARNm de I’IL-
8. Nous avons testé I’implication des deux voies MAP kinases p38 et ERK1/2 dans la
régulation de I’expression de I’IL-8 par I’IL-1 dans les neurones NT2-N, car ces deux voies
interviennent dans la régulation de ce gene dans de multiples types cellulaires (Hoffmann,
2002). Par western blot, nous avons tout d’abord mis en évidence la phosphorylation de p38 et
de ERK1/2 30 minutes apreés le traitement des neurones NT2-N avec I’'IL-1B. De plus, le
prétraitement des NT2-N avec des inhibiteurs spécifiques de p38 ou de ERK1/2 avant I’ajout
d’IL-1pB a permis de bloquer partiellement I’induction de la sécrétion et de I’expression des
ARNmM de I’IL-8 dans les NT2-N. Ces résultats démontrent le r6le de ces deux voies MAP
kinases dans la régulation de la sécrétion et de I’expression des ARNm de I’IL-8 dans les
NT2-N en réponse a I’IL-1.

En conclusion, cette étude montre que (1) des interactions entre la muqueuse et la
sous-muqueuse humaine modulent la sécrétion d’IL-8 en situation contrble et suite a
I’inflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile, (2) I'IL-1p est impliquée dans
la régulation de la sécrétion d’IL-8 en coculture suite a I’inflammation de la muqueuse par la
toxine B du C. difficile, (3) les neurones sous-muqueux humains expriment de I’IL-8 au cours
de I’infection par la toxine B du C. difficile par une voie dépendante de I’IL-1( et (4) les
voies de signalisation MAP kinases p38 et ERK1/2 sont impliquées dans la régulation de
I’expression de I’IL-8 par I’IL-13 dans les neurones humains.

Cet article sera prochainement publié dans Cellular Microbiology ; 2005, 7(12), 1798-

1810
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Summary

Interleukin-8 (IL-8) is a key chemokine upregulated in
various forms of intestinal inflammation, especially
those induced by bacteria such as Clostridium diffi-
cile (C. difficile). Although interactions between dif-
ferent mucosal and submucosal cellular components
have been reported, whether such interactions are
involved in the regulation of IL-8 secretion during C.
difficile infection is unknown. Moreover, whether the
enteric nervous system, a major component of the
submucosa, is involved in IL-8 secretion during an
inflammatory challenge remains to be determined. In
order to investigate mucosa/submucosa interactions
that regulate IL-8 secretion, we co-cultured human
intestinal mucosa and submucosa. In control condi-
tion, IL-8 secretion in co-culture was lower than the
sum of the IL-8 secretion of both tissue layers cul-
tured alone. Contrastingly, IL-8 secretion increased in
co-culture after mucosal challenge with toxin B of
C. difficile through an IL-1B-dependent pathway.
Moreover, we observed that toxin B of C. difficile in-
creased IL-8 immunoreactivity in submucosal enteric
neurones in co-culture and in intact preparations of
mucosa/submucosa, through an IL-1B-dependent
pathway. IL-1B also increased IL-8 secretion and IL-8
mRNA expression in human neuronal cell lines
(NT2-N and SH-SY5Y), through p38 and ERK1/2 MAP
kinase-dependent pathways. Our results demonstrate
that mucosa/submucosa interactions regulate IL-8
secretion during inflammatory processes in human
through IL-1B-dependent pathways. Finally we ob-
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served that human submucosal neurones synthesize
IL-8, whose production in neurones is induced by
IL-1B via MAPK-dependent pathways.

Introduction

Intestinal inflammation is often characterized by an influx
of inflammatory cells mediated by secretion of pro-inflam-
matory cytokines and chemokines. Interleukin-8 (IL-8) is
one of the key chemokines responsible for the recruitment
of neutrophils or T lymphocytes to the site of inflammation
or infection (Baggiolini et al., 1989; Larsen et al., 1989).
Clostridium difficile (C. difficile) is one of the intestinal
pathogens known to induce massive IL-8 production. C.
difficile causes antibiotic-associated diarrhoea and
pseudomembranous colitis in human, due to the secretion
of two enterotoxins, toxin A (308 kDa) and toxin B
(270 kDa) (Just and Gerhard, 2004). Both toxins increase
IL-8 mRNA expression in a model of human intestinal
xenograft in immunodeficient mice (Savidge et al., 2003).
Toxins of C. difficile also induce IL-8 expression in human
monocytes and intestinal epithelial cells (Branka et al.,
1997; Linevsky et al., 1997; Warny et al., 2000). However,
mediators and mechanisms responsible for the regulation
of IL-8 secretion in response to mucosal challenge with
toxin B of C. difficile are, in human, still unknown.

Intestinal inflammation is not only the result of the
immune system’s response to mucosal aggression by
pathogens, but it is also thought to be the consequence
of a complex interplay between immune and non-immune
cells, including epithelial, muscle, and nerve cells (Fioc-
chi, 1997). It is however, currently unknown whether inter-
actions between mucosal and submucosal components
are involved in the regulation of IL-8 secretion in response
to mucosal challenge with toxin B of C. difficile. Moreover,
although components of the mucosa, such as epithelial
cells, can respond to bacterial infections by secreting var-
ious cytokines/chemokines (Jung etal, 1995; Branka
et al.,, 1997; Sansonetti et al., 1999), it is yet to be deter-
mined, whether components of the submucosa, such as
the enteric nervous system (ENS), are involved in the
regulation of the inflammatory response.

The ENS is an integrative network composed of neu-
rones and glial cells. It consists of two major plexus, the
submucosal and the myenteric plexus (Wood, 1994).



There is mounting evidence that the ENS is involved in
intestinal inflammatory processes. Indeed, alterations of
excitability (Xia et al., 1999; Linden et al., 2004) and neu-
rochemical content (Schemann and Neunlist, 2004) in
enteric neurones have been shown in experimental
models of intestinal inflammation. Furthermore, we pre-
viously demonstrated that toxin B of C. difficile activates
VIPergic human submucosal neurones through an IL-1(3-
dependent pathway (Neunlist et al., 2003a). In addition, in
vitro studies in rat, revealed that elements of the longitu-
dinal muscle-myenteric plexus secrete pro-inflammatory
cytokines such as TNF-o, IL-13, and IL-6 (Khan and
Collins, 1994). However, the authors did not identify the
cellular origin of these secretions, i.e. muscular, glial, or
neuronal cells (Khan and Collins, 1994). IL-18 was none-
theless shown to increase IL-6 expression in enteric glial
cells (Ruhl et al., 2001), and a preliminary study suggests
that human myenteric neurones can synthesize the
chemokine MIP-1a. (De Giorgio et al., 2000). It is, how-
ever, currently unknown whether components of the
human ENS are able to secrete chemokines, such as IL-
8, in response to inflammatory stimuli and if so, which
mediators and intracellular pathways are involved.
Therefore, we developed a human co-culture model to
identify potential interactions between the mucosa and the
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submucosa regulating IL-8 secretion in response to a
mucosal inflammatory challenge with toxin B of C. difficile.
We also explored involvement of human enteric neurones
in IL-8 production and identified the intracellular transduc-
tion pathways involved in IL-8 neuronal secretion using a
cellular model.

Results

Interleukin-8 secretion is lower in mucosa/submucosa
co-culture

After 5h of short-term organ culture, IL-8 secretion
of mucosa and submucosa cultured alone was
6277 + 1388 pg ml~' and 1479 + 301 pg ml™' respectively.
In co-culture, IL-8 secretion was reduced by 35% com-
pared with the sum of the IL-8 secretion of both tissue
layers specimens cultured alone (n=10, P=0.005)
(Fig. 1A).

After mucosal challenge with toxin B of C. difficile, IL-8
secretion increases in co-culture

In order to determine whether mucosal inflammatory
challenge modulates mucosa/submucosa interactions,
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Fig. 1. Mucosa/submucosa interactions modulate IL-8 secretion in control condition and following mucosal challenge with toxin B of C. difficile.
After 5 h of short-term organ culture, IL-8 secretion of the mucosa (cultured alone), submucosa (cultured alone), and co-culture was assessed
by ELISA. IL-8 secretion of the co-culture and the sum of IL-8 secretion (normalized to the weight of the specimens in co-culture) of both tissue
layers cultured alone were compared. In control conditions, IL-8 secretion in co-culture was lower than the sum of IL-8 secretion of both tissue
layers cultured alone (A control condition, n= 10). When the mucosa was pretreated with toxin B of C. difficile (10 ng ml™', 2 h), IL-8 secretion in
co-culture was higher than the sum of IL-8 secretion of toxin B of C. difficile-treated mucosa and submucosa cultured alone (A with toxin B of
C. difficile treatment, n = 6). Values represent means + SE of independent experiments (paired t-test, *P < 0.05 compared with the sum of the IL-
8 secretion of both tissue layers cultured alone). The variations, between IL-8 secretion obtained in co-culture and the sum of the IL-8 secretion
of both tissue layers cultured alone, was significantly greater with prior treatment of the mucosa with toxin B of C. difficile than without (B). Individual
values of independent experiments are represented (n =6, paired ttest, *P < 0.05 compared with control conditions).
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mucosa was preincubated with toxin B of C. difficile
(10 ng mI™") for 2 h. Mucosa was then co-cultured with
submucosa. Under these conditions, IL-8 secretion was
increased by 33% compared with the sum of the IL-8
secretion of both tissue layers specimens cultured alone
(n=6, P<0.05) (Fig.1A). Furthermore, as shown in
Fig. 1B, the variations between IL-8 secretion in co-culture
and the sum of the IL-8 secretion of both tissue layer
specimens cultured alone was significantly greater follow-
ing treatment of mucosa with toxin B of C. difficile than
when mucosa was untreated.

Interleukin-13 mediates the increase in IL-8 secretion
induced by toxin B of C. difficile-treated mucosa

Following preincubation of the submucosa with IL-1ra
(10 ng mI™"; n=4) or with an IL-1B neutralizing antibody
(1:200; n=3), toxin B of C. difficile-treated mucosa was
placed in co-culture. Under these conditions, no toxin B
of C. difficile-induced increase in IL-8 secretion was
observed in co-culture (Fig. 2A and B, P < 0.05). In order
to check whether IL-1 is able to induce IL-8 secretion in
the submucosa, fragments of submucosa were incubated
with IL-1B (10 ng mlI™") for 6 h. Under these conditions, IL-
8 secretion increased by 130% compared with control
(Fig. 2C, n=6, P<0.05).

Toxin B of C. difficile and IL-18 increase IL-8
immunoreactivity in enteric neurones and glial cells

Co-culture of toxin B of C. difficile-treated mucosa with
submucosa increased IL-8 immunoreactivity in submu-

cosal neurones (Fig. 3C and D) compared with co-culture
with untreated mucosa (Fig. 3A and B). Image analysis
method revealed a significant 2.0-fold increase in IL-8
immunoreactivity in enteric ganglia of submucosal
specimens co-cultured with toxin B of C. difficile-treated
mucosa (Fig.3E, P<0.05, n=25). Interestingly, IL-8
immunoreactivity in ganglia of submucosal specimens
co-cultured with untreated mucosa was lower than in sub-
mucosal specimens cultured alone (Fig.3E, P<0.05,
n=3).

In order to verify whether this neuronal response to
toxin B of C. difficile was not modified after dissection,
intact preparations of mucosa/submucosa were incu-
bated with toxin B of C. difficile (10 ng ml™"). In toxin B
of C. difficile-treated preparation, IL-8 immunoreactivity
was increased in submucosal ganglia (Fig.4C and D)
compared with control (Fig.4A and B). Image analysis
method revealed a significant 2.8-fold increase in IL-8
immunoreactivity in submucosal ganglia of intact tissue
treated with toxin B of C. difficile compared with con-
trol (Fig.4E, P<0.05, n=6). Moreover, incubation of
the preparation with IL-1ra significantly reduced by
32% the toxin B of C. difficile-induced IL-8 immuno-
reactivity in submucosal ganglia (Fig.4E, P<0.05,
n=6).

Incubation of submucosal fragments with IL-1B repro-
duced a significant 2.1-fold increase in IL-8 immunoreac-
tivity in submucosal ganglia (Fig.5A, P<0.05, n=5).
Labelling of enteric ganglia with the neuronal marker NF-
200 kDa or the glial marker S-1008 revealed an increase
in IL-8 immunoreactivity in both submucosal neurones
(Fig. 5B—E) and enteric glial cells (Fig. 5F-I).

Fig. 2. IL-1p mediates toxin B of C. difficile-
induced IL-8 secretion in co-culture. IL-8 secre-
tion in co-culture was higher with prior toxin B
of C. difficile treatment of the mucosa than with-
out. This increase was blocked by IL-1ra

(10 ng mI™") (A, n=4 independent experi-

N ments) and the IL-1f neutralizing antibody
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(one-way repeated measures ANOVA, “P < 0.05,
compared with the toxin B of C. difficile
condition). After a 6 h treatment with IL-13
(10 ng mI™"), IL-8 secretion of human submu-
cosa was higher than that observed under
control conditions. (C, mean + SE, n= 6 inde-
pendent experiments, paired ttest, *P < 0.05
compared with control).
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Fig. 3. Toxin B of C. difficile increases IL-8 immunoreactivity in human submucosal ganglia in co-culture. Double labelling experiments showed
that under control conditions, enteric neurones identified with NF-200 kDa (A, arrow) were not immunoreactive for IL-8 (B, arrow). Contrastingly,
following mucosal treatment with toxin B of C. difficile (10 ng ml™"), submucosal neurones identified with NF-200 kDa (C, arrows) were immunore-
active for IL-8 (D, arrows). Quantitative image analysis revealed that IL-8 immunoreactivity in submucosal ganglia co-cultured with mucosa was
lower than in ganglia from submucosa cultured alone (E, mean £ SE, n =3 independent experiments, paired t-test, *P < 0.05 compared with the
submucosa cultured alone condition). In contrast, IL-8 immunoreactivity in submucosal ganglia after co-culture with toxin B of C. difficile-treated
mucosa was significantly higher than that observed in submucosa co-cultured with untreated mucosa (E; mean + SE, n= 5 independent
experiments, paired t-test, *P < 0.05 compared with the submucosa co-cultured with untreated mucosa condition). For quantitative image analysis,
all images were taken with a video camera set at a constant gain. In addition, preabsorption of the tissue with the human recombinant IL-8 peptide
abolished the IL-8 staining, demonstrating the specificity of the antibody. Scale bar = 25 um.

Interleukin-1f increases IL-8 mRNA expression and
secretion in NT2-N and SH-SY5Y cells

Interleukin-8 secretion was not detected in undifferenti-
ated NT2 as well as in undifferentiated SH-SY5Y cells,
treated or not with IL-1B (10 ng mlI™"). Contrastingly, incu-
bation of differentiated NT2-N neuronal cells with IL-1f
(10 ng ml™") induced a time-dependent increase in IL-8
secretion. IL-8 levels were significantly increased as early
as 3 h after exposure to IL-1B, and after 6 h, a 67-fold
increase was observed (Fig. 6A, n=5, P<0.05). A sig-
nificant increase in IL-8 mRNA levels was also observed
(Fig.6B, n=5, P<0.05). In addition, IL-1B induced a
dose-dependent increase in IL-8 secretion in human dif-
ferentiated SH-SY5Y cells compared with control (Fig. 6C,
n=5, P<0.05). IL-8 mRNA levels also increased in a
dose-dependent manner following treatment with IL-183
(Fig. 6D, n=3, P<0.05).

p38 and ERK1/2 are involved in IL-13-induced IL-8 mRNA
expression and secretion in neurones and human
colonic submucosa

Western blot analysis revealed that treatment of NT2-N
cells with IL-1B did not affect levels of total p38 and ERK1/
2 proteins (Fig. 7A and B). Contrastingly, after treatment

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 7, 1798—1810

with IL-1PB, phosphorylated p38 and ERK1/2 levels were
found to significantly increase within 30 min compared
with the control (Fig. 7A and B).

In order to confirm the involvement of p38 and ERK1/2
in IL-1B-induced IL-8 expression and secretion, NT2-N
cells were preincubated for 30 min with either the specific
p38 inhibitor SB203580 (10 uM) or the specific ERK1/2
inhibitor PD98059 (50 uM), or with both inhibitors
together, prior to addition of IL-1B (10 ng mI™"). SB203580
and PD98059 significantly reduced the IL-1B3-induced IL-
8 secretion, i.e. by 49% and 42% respectively (Fig. 7C,
n=5, P<0.05). The decrease in IL-1B-induced IL-8
secretion reached 78% when NT2-N cells were treated
with both inhibitors. SB203580 and PD98059 likewise sig-
nificantly reduced IL-1B-induced expression of IL-8 mRNA
(Fig. 7D, n=4, P < 0.05).

Finally, in order to verify whether p38 and ERK1/2
pathways are involved in IL-1B-induced IL-8 secretion
in human colonic submucosa, specimens of submucosa
were preincubated for 30 min with either SB203580
(10 uM) or PD98059 (50 uM) or with both inhibitors, prior
to addition of IL-18 (10 ng mI™"). SB203580 and PD98059
significantly reduced IL-8 secretion, i.e. by 61% and 47%
respectively (Fig. 8, n=4, P < 0.05). After treatment with
both inhibitors, an 83% decrease in IL-8 secretion was
measured.
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Fig. 4. Toxin B of C. difficile increases IL-8 immunoreactivity in intact mucosa/submucosa preparation. Double labelling experiments showed that
under control conditions, enteric neurones identified with NF-200 kDa (A, arrows) were not immunoreactive for IL-8 (B, arrows). Contrastingly,
following treatment with toxin B of C. difficile (10 ng mI™"), submucosal neurones identified with NF-200 kDa (C, arrows) were immunoreactive for
IL-8 (D, arrows). Quantitative image analysis revealed that toxin B of C. difficile-treatment induced a significant increase in IL-8 immunoreactivity
in submucosal ganglia compared with control. This increase was significantly reduced with IL-1ra (10 ng ml™") (E, mean + SE, n = 6 independent
experiments, paired t-test, *P < 0.05 compared with control condition, **P < 0.05 compared with toxin B condition). For quantitative image analysis,
all images were taken with a video camera set at a constant gain. In addition, preabsorption of the tissue with the human recombinant IL-8
peptide abolished the IL-8 staining, demonstrating the specificity of the antibody. Scale bar =25 um.

Discussion

Our results, obtained in human model of co-culture, show
that in response to mucosal inflammation caused toxin B
of C. difficile, cellular components of the mucosa and
submucosa interact to induce IL-8 secretion through an
IL-1B-dependent pathway. The fact that toxin B of C. diffi-
cile and IL-1p are able to induce IL-8 immunoreactivity in
human enteric neurones, suggests that the ENS is
involved in this response. Finally, we showed that IL-1
induces IL-8 secretion in various neuronal cell lines
through p38 and ERK1/2-dependent intracellular trans-
duction pathways.

In this study, we developed and used a co-culture model
to provide evidence for interactions between components
of the gut wall, i.e. the mucosa and the submucosa, in
human colon. Furthermore, this model allowed us to
investigate how pathogens or noxious stimuli can modify
these interactions when targeting a specific component
(e.g. the mucosa). This model, which is similar to that
previously used to characterize interactions between epi-
thelial cells and submucosal neurones, could be main-
tained under good conditions of viability (Neunlist et al.,
2003b). Although this co-culture model does not maintain
the integrity of an intact mucosa/submucosa preparation,
it preserves, unlike most cell line models, the cellular

organization within the mucosa and submucosa. This
model disrupts, however, the contacts between the
mucosal and submucosal cells and, in particular, the
mucosal innervation by enteric nerves. Therefore, it might
be not appropriate for the study of interactions between
the mucosa and the submucosa upon parameters requir-
ing cell/cell contacts or innervation. Nevertheless, the
study of the effects of mucosa/submucosa interactions
upon IL-8 secretion, both in normal and in infectious con-
ditions, was not hampered by tissue disruption. Indeed,
effects observed with the co-culture model were repro-
duced in intact preparation of mucosa/submucosa and
were due to a diffusible factor, i.e. IL-1p.

In our study, mucosa/submucosa interactions were
characterized based on IL-8 secretion. IL-8 secretion was
chosen as a surrogate marker of the inflammatory
response to C. difficile infection for several reasons. First,
IL-8 is one of the major chemokines involved in the early
response to infection by several intestinal pathogens such
as C. difficile (Linevsky et al., 1997; Kim et al., 2002) or
Shigella flexneri (Sansonetti et al., 1999). Second, IL-8 is
involved in the recruitment of immune cells (Baggiolini
et al., 1989), and third, it stimulates epithelial cell migra-
tion and growth, which may be involved in mucosal repair
processes (Wilson et al., 1999; Brew et al., 2000; Gillitzer
and Goebeler, 2001). Similarly to the study of the regula-
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Fig. 5. IL-1pB increases IL-8 immunoreactivity in human submucosal neurones and glial cells. Quantitative image analysis revealed that IL-8
immunoreactivity in submucosal ganglia after treatment with IL-18 (10 ng mI™") was significantly higher than that observed in untreated tissues
(A; mean £ SE, n=5 independent experiments, paired t-test, *P < 0.05 compared with control). Double labelling experiments showed that under
control conditions, enteric neurones identified with NF-200 kDa (B, arrows) were not immunoreactive for IL-8 (C, arrows). Contrastingly, following
treatment with IL-1f, submucosal neurones identified with NF-200 kDa (D, arrows) were immunoreactive for IL-8 (E, arrows). Similarly, under
control conditions, enteric glial cells identified with S-100 (F, arrows) were not immunoreactive for IL-8 (G, arrows). Following treatment with IL-
1B, IL-8 immunoreactivity (H, arrows) was detected in glial cells (1, arrows). For quantitative image analysis, all images were taken with a video
camera set at a constant gain. In addition, preabsorption of the tissue with the human recombinant IL-8 peptide abolished the IL-8 staining,

demonstrating the specificity of the antibody. Scale bar = 25 um.

tion of IL-8 secretion, this model could be used to char-
acterize the regulation of other cytokines or growth factors
by mucosa/submucosa interactions.

In non-inflammatory conditions, mucosa and submu-
cosa were shown to secrete IL-8. This is consistent with
previous studies showing that IL-8 levels were observed
in primary cultures of human normal colonocytes (Branka
etal.,, 1997), human monocytes (Warny et al., 2000), or
fibroblasts (Rogler et al., 2001). One cannot, however,
exclude that IL-8 secretion may be partly accounted for
by a non-specific inflammatory response to pre or post-
operative ischaemia. Contrastingly, co-cultured mucosa
and submucosa specimens secreted lower levels of IL-8
than when cultured separately, suggesting that the
mucosa and the submucosa interact to decrease IL-8
secretion. Mediators involved in this apparent downregu-
lation of IL-8 secretion remain to be determined. A poten-
tial candidate is transforming growth factor (TGF)-3, which
has been shown to reduce IL-8 secretion of human intes-
tinal epithelial cells or endothelial cells (Lugering et al.,
1998; Claud et al., 2003), and is secreted by certain com-
ponents of the human intestinal mucosa (Wang et al.,
1995).

Interestingly, when the mucosa was challenged with
toxin B of C. difficile prior to co-culture, mucosa/submu-

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 7, 1798—1810

cosa interactions in co-culture produce the opposite
effect: an increase in IL-8 secretion was observed. These
results are consistent with a previous study showing that
toxin B of C. difficile induces IL-8 secretion in a human
intestine/mouse xenograft model (Savidge et al., 2003).
Toxin B of C. difficile was also shown to induce IL-8
expression in human monocytes (Linevsky et al., 1997)
and epithelial cells (Kim et al., 2002).

Our study identified IL-1p as a key mediator of the effect
of toxin B of C. difficile on IL-8 secretion in co-culture.
Indeed, IL-8 induction caused by toxin B of C. difficile was
abolished by IL-1ra and the anti-IL-1f neutralizing anti-
body. Moreover, IL-13 was also able to induce IL-8 secre-
tion in human colonic submucosa. Our study was not
designed to identify the cell types that secrete IL-1B. Pre-
vious studies, however, have shown that human colonic
mucosa and submucosa secrete and express higher lev-
els of IL-1p in response to toxin B of C. difficile (Neunlist
etal., 2003), and have demonstrated that toxin B of
C. difficile induces IL-1f expression in human monocytes
and THP-1 cells (Flegel et al., 1991; Warny et al., 2000).
IL-1B mediates various toxin B of C. difficile-induced
effects. In rat, neutrophil migration in peritoneal cavities
evoked by toxin A of C. difficile is mediated by IL-1B
(Rocha et al., 1997). IL-1B has also been shown to be
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involved in toxin B of C. difficile-induced activation of
human VIP immunoreactive submucosal neurones (Neun-
list et al., 2003a).

In the second part of the study, we showed that the ENS
is involved in the response of the submucosa to a mucosal
challenge with toxin B of C. difficile or IL-1B, as demon-
strated by the observed increase in IL-8 immunoreactivity.
Interestingly, mucosa/submucosa interactions were
shown to decrease IL-8 immunoreactivity in control con-
dition compared with submucosa cultured alone. Only few
studies have investigated the secretion of cytokines/
chemokines by components of the ENS. For instance, rat
enteric glial cells have been shown to secrete IL-6 after
challenge with IL-18 (Ruhl et al., 2001), and a preliminary
study suggests that myenteric neurones can synthesize
the chemokine MIP-1a. (De Giorgio et al., 2000). Enteric
neurones were only shown to be activated by IL-1B in
guinea pigs (Xia etal., 1999; Tjwa etal, 2003) and
humans (Neunlist et al., 2003). It is, however, the first time
that both human enteric neurones and enteric glial cells
are shown to express IL-8 in response to toxin B of
C. difficile and IL-1B. However, other components of the
submucosa such as fibroblasts, myofibroblasts, or endot-
helial cells, may also be involved in IL-8 secretion induced
by IL-18 (Pang et al., 1994; Nilsen et al., 1998; Rogler
et al., 2001; Okuno et al., 2002).

In order to characterize the intracellular pathways
involved in the IL-1B-dependent neuronal secretion, we
used two well-characterized human neuronal cell lines,
NT2-N and differentiated SH-SY5Y cells. These cell lines
were chosen because no method is currently available to

0.1

Fig. 6. IL-1B increases IL-8 secretion and
mRNA expression in human neuronal cell lines.
* IL-1B (10 ng mI™") induced a significant time-
dependent increase in IL-8 secretion as early
as 3 hin NT2-N cells (A, mean + SE, n=5
independent experiments, one-way repeated
measures ANOVA, *P < 0.05 compared with
* control). IL-1B also induced a significant time-
dependent increase in IL-8 mRNA levels (nor-
malized to GAPDH) in 3 h in NT2-N cells
(B, mean + SE, n = 5independent experiments,
one-way repeated measures ANOVA, *P < 0.05
compared with control). In differentiated SH-
SY5Y cells, IL-1f induced a dose-dependent
increase in IL-8 secretion compared with con-
trol (24 h after treatment) (C, mean + SE, n=4
independent experiments, one-way repeated
measures ANOVA, *P < 0.05 compared with
control). IL-1pB also induced a dose-dependent
increase in IL-8 mRNA levels (normalized to
. GAPDH) (D, mean + SE, n= 4 independent
experiments, one-way repeated measures
ANOVA, *P < 0.05 compared with control).

1 10

IL-1B (ngml~7)

isolate and maintain human enteric neurones in culture.
NT2-N and SH-SY5Y cells have been shown to respond
to IL-1B (Smith and Hainsworth, 1998; Guo et al., 2003).
In this study, we showed that IL-1p is able to increase IL-
8 secretion and IL-8 mRNA levels in both neuronal cell
lines. Furthermore, we observed that these cell lines need
to acquire a neuronal phenotype to secrete IL-8, as undif-
ferentiated NT2 or SH-SY5Y cells do not secrete detect-
able levels of IL-8 in control and following treatment with
IL-1B. Our results obtained with SH-SY5Y and NT2-N
cells are consistent with previous studies showing that in
a differentiated neuroblastoma cell line (SK-N-SH), IL-1o
or IL-1B induce expression of IL-8 (Bossu et al., 1997;
Chuluyan et al., 1998) and other chemokines, such as
MIP-1oc and MIP-1f, in NT2-N cells (Guo et al., 2003).
Furthermore, our results demonstrate the involvement of
p38 and ERK1/2 MAP kinases in IL-1B-induced IL-8
secretion as well as in the increase in IL-8 mRNA levels
in NT2-N cells. IL-1B has already been shown to activate
the p38 MAP kinase pathway in hippocampal (Srinivasan
etal., 2004) and cortical neurones (Li etal., 2003). In
intestinal epithelial cells, both p38 and ERK1/2-dependent
pathways are associated with IL-1B/TNFo-induced IL-8
production (Jijon et al., 2002; Garat and Arend, 20083;
Parhar etal, 2003). Our study did not allow us to
determine whether IL-1B-induced increase in IL-8 secre-
tion occurs at the transcriptional or post-transcriptional
level. However, various studies have shown that activation
of p38 MAP kinase leads to the stabilization of IL-8 mRNA
through AU-rich elements (Holtmann et al., 1999; Winzen
et al., 1999). In addition, inhibition of both p38 and ERK

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 7, 1798—1810
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Fig. 7. p38 and ERK1/2 MAP kinase pathways are involved in IL-1B-induced IL-8 secretion and IL-8 mRNA expression in NT2-N cells. Western
blot analysis of protein extracts showed that a 30 min treatment with IL-1B (10 ng ml™") did not alter levels of total p38 (A) and ERK1/2 as compared
with control (B). Contrastingly, treatment with IL-1f significantly increased levels of the phosphorylated-p38 (p38-P) (A) and phosphorylated-
ERK1/2 (ERK1/2-P) as compared with control (B) (one representative experiment of four independent experiments). The p38 inhibitor SB203580
(SB, 10 uM), the ERK1/2 inhibitor PD98059 (PD, 50 uM), or both inhibitors together significantly reduced IL-1B-induced IL-8 secretion (10 ng
ml~") measured after a 6 h incubation. Results are normalized to IL-8 levels obtained with IL-1B treatment alone (1041 + 536 pg ml™', n=>5).
(C, mean £ SE, n=5 independent experiments, one-way repeated measures ANOVA, *P < 0.05 compared with control, **P < 0.05 compared with
the SB203580 and the PD98059 conditions). p38 and ERK1/2 inhibitors decreased IL-8 mRNA levels (normalized to GAPDH) induced by
IL-1B (10 ng mI™") after a 3 h incubation. Results were normalized to control levels obtained with IL-1( alone (35 + 17 arbitrary units, n=>5).
(D, mean £ SE, n=>5 independent experiments, one-way repeated measures ANOVA, *P < 0.05 compared with control).
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Fig. 8. IL-1B-induced IL-8 secretion in the human submucosa
involves p38 and ERK1/2 MAPK kinase pathways. The p38 inhibitor
SB203580 (SB, 10 uM), the ERK1/2 inhibitor PD98059 (PD, 50 uM),
or both inhibitors together significantly decreased IL-8 secretion
induced by IL-13 (10 ng ml™") measured after a 6 h incubation. Results
were normalized to control levels obtained with IL-1f alone

(867 £ 75 pg ml™"). (mean + SE, n= 4 independent experiments, one-
way repeated measures ANOVA, *P < 0.05 compared with control).
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1/2 MAP kinases in NT2-N cells did not fully inhibit the
effect of IL-1B on IL-8 secretion, suggesting that other
intracellular pathways may be involved. The NF-«xB-
dependent pathway, which has been shown to play a role
in the regulation of IL-8 expression in response to IL-1 in
various cell types, such as intestinal epithelial cells (Garat
and Arend, 2003; Parhar etal., 2003) and fibroblasts
(Rogler etal, 2001), may also be involved in IL-1f3-
induced IL-8 secretion. Preliminary experiments have
shown that IL-1B-induced IL-8 secretion in NT2-N cells is
reduced by caffeic acid phenethyl ester, an inhibitor of the
NF-kB-dependent pathway (E. Tixier and M. Neunlist,
unpubl. results). The JNK-dependent pathway may also
be involved in IL-1B-induced IL-8 secretion, as shown in
intestinal epithelial cells (Bécker et al., 2000; Garat and
Arend, 2003).

In conclusion, our results suggest that mucosa/submu-
cosa interactions regulate IL-8 secretion during inflamma-
tory processes in human. In addition, our results suggest
that the ENS could participate in intestinal inflammatory
response by producing IL-8. The ability of enteric neu-
rones to secrete chemokines, such as IL-8, during an
inflammatory challenge may partly account for the pre-
sence of inflammatory infiltrates in enteric ganglia, which



1806 E. Tixier et al.

Fig. 9. Schematic representation of the co-
culture model. Fragments of human colon were
first microdissected to separate and isolate the
mucosa and submucosa (A). Specimens of
mucosa and submucosa were either co-

B cultured (B) or cultured alone (C).

Microdissection Culture conditions

Coculture
' Mucosa
Human colon Submucosa alone C
4 0 0
Submucosa

alone

could ultimately lead to the development of enteric neur-
opathies, as observed in post-infectious irritable bowel
syndrome or inflammatory bowel diseases.

Experimental procedures
Tissue specimens

Tissue specimens were obtained from 35 patients (mean age,
65.7 £ 3.7 years) who underwent surgery for colonic adenocarci-
noma, according to the guidelines of the French ethics committee
for research on human tissues. None of the patients suffered
from bowel obstruction or other colonic disorders. Normal colon
fragments (taken at a distance from the tumour) were pinned with
the mucosa down in a sterile Sylgard coated dissection dish
containing cold (4°C) oxygenated sterile Krebs solution (117 mM
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgCl, 6 H,O, 1.2 mM NaH,PO,,
25 mM NaHCO;, 2.5 mM CaCl, 2 H,O, 11 mM glucose) which
was changed every 10 min The muscular layers were removed
under a dissection microscope.

Short-term organ co-culture model

In order to characterize interactions between the mucosa and
the submucosa, we developed a co-culture model, including
human mucosa and submucosa, derived from that previously
described (Neunlist et al., 2003b). After dissection of the mus-
cular layers, the tissue was pinned in the dish with the mucosa
up and the latter was stripped. The submucosal layer, contain-
ing the Meissner's plexus, was then carefully dissected with
fine scissors (Fig.9A). A piece of mucosa was then fixed
above a piece of submucosa in a sterile dish (Fig. 9B). In addi-
tion, one piece of mucosa and submucosa from the same
patient were cultured separately to assess their individual
response (Fig. 9C). Specimens of mucosal (1 x1cm, n=38,
51.7+6.2mg) and submucosal layers (0.5x0.5cm, n=60,
17.7 £ 7.1 mg) were maintained in short-term organ culture
for 5h in DMEM/Ham-F12 supplemented with 10% heat-
inactivated foetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine, 100 IU
ml~" penicillin, 100 ug mI~" streptomycin, 1.1 ug ml~" amphoteri-
cin B, 20 pug mi~" gentamicin (all from Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France), 2.1 g I NaHCO;, on a rocking-tray in a humidified incu-
bator (5% CO; 37°C).

Table 1. Experimental conditions used for the characterization of mucosa/submucosa interactions, with or without prior inflammatory challenge of

the mucosa with toxin B of C. difficile.

IL-8 response (pg ml™)

Mucosa Submucosa Co-culture
Control Mg Sy Mg + Sg
Mucosal inflammation Mioxin & Sy Mioins + Sg
MUCOSal inﬂammaﬁon/”—'1 ra Mtoxin B+lL-1ra SIL-1ra Mloxln B+lL-1ra + SIL-1ra
Mucosal inflammation/anti-IL-1f Mioxin Branti-L-18 SantiiL-1p Mioin Branti-iL-1p + Santi-L-18

Mg, control mucosa; S, control submucosa; My, g, toxin B-treated mucosa; Migin g1 IL-1ra and toxin B-treated mucosa; Sy.1., IL-1ra-treated
submucosa; Miyin BrantiiL-1, @Nti-IL-1B and toxin B-treated mucosa; S,ni.1p, anti-IL-1B-treated submucosa.
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In order to explore mucosa/submucosa interactions in
response to an inflammatory challenge, specimens of mucosa
were first treated with toxin B of C. difficile (10 ng ml™") for 2 h in
culture medium prior to co-culture with submucosa. Toxin B of
C. difficile from the VP 10463 strain was purified as previously
described (Just etal, 1997). Specimens of submucosa were
concomitantly maintained in short-term organ culture separately.
After a 2 h incubation, all specimens were thoroughly washed
four times in fresh culture medium. Specimens of mucosa and
submucosa were then either co-cultured or cultured alone as
described in Fig. 9. Experimental conditions used with the co-
culture model are summarized in Table 1. At the end of the short-
term organ culture, the supernatant was removed and stored at
—80°C, and all specimens of mucosa and submucosa were
weighted.

In some experiments, intact preparations of whole mucosa (not
dissected mucosa and submucosa) were incubated with toxin B
of C. difficile (10 ng ml™), or specimens of submucosa were
incubated alone with IL-18 (10 ng mI™") (Abcys, Paris, France). At
the end of the short-term organ culture, supernatant was
removed and stored at —80°C.

Preliminary studies have shown that colchicine-treatment
enhanced IL-8 immunoreactivity in enteric ganglia. Therefore, for
detection of IL-8 by immunohistochemistry, specimens of tissue
were further maintained in organ culture with colchicine (40 uM)
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) overnight, prior fixation
for 3h in 0.1 M PBS containing 4% paraformaldehyde (Sigma)
at room temperature.

Study of mucosa/submucosa interactions

In order to identify mucosa/submucosa interactions, we com-
pared the level of IL-8 secreted by specimens of mucosa and
submucosa cultured alone (Fig.9C) with that obtained when
mucosa and submucosa were cultured together (Fig. 9B). IL-8
secretion by mucosal and submucosal specimens cultured
alone was measured. Values were then estimated for the weight
of each tissue layer specimen present in the co-culture as
follows:

IL-8, = (”—'sma/Wma) X Wine

Where: IL-8,, is the estimated IL-8 secretion of the specimen of
mucosa cultured alone, if it had the same weight as the
one maintained in co-culture;

W, is the weight of the mucosa specimen co-cultured
with submucosa;

W, is the weight of the mucosa specimen cultured
alone;

IL-8,,, is the measured IL-8 secretion of the mucosa
specimen cultured alone.

IL-8¢m = (IL'ssma/Wsma) X Wine

Where: IL-8, is the estimated IL-8 secretion of the specimen of
submucosa cultured alone, if it had the same weight as
the one maintained in co-culture;

Wene is the weight of the submucosa specimen co-
cultured with mucosa;

Wsnma is the weight of the submucosa specimen cultured
alone;

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Cellular Microbiology, 7, 1798—1810
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IL-8¢m, is the measured IL-8 secretion of the submucosa
specimen cultured alone.

The sum of the estimated IL-8 secretion of the mucosa and
submucosa (IL-8, + IL-8,,) was then compared with IL-8 secre-
tion measured in co-culture.

In addition, IL-8 secretion measured in co-culture was normal-
ized to the sum of the estimated IL-8 secretion of the mucosa
and submucosa cultured alone as follows:

A =100 x ((IL-8, — Sum IL-8,)/Sum IL-8,)

where, A is the variation of IL-8 secretion;
IL-8, is the IL-8 secretion measured in co-culture;
Sum IL-8, is the sum of the estimated IL-8 secretion of the
mucosa and submucosa cultured alone (IL-8,, + IL-8y).

Cell culture

Human Ntera2/cL.D1 (NT2) fibroblast cells (LGC Promochem,
Molsheim, France) were cultured and differentiated into neu-
rones (NT2-N) as previously described by Pleasure etal.
(1992). Cells were plated at a density of 2 x 10° per 75 cm?
dishes in DMEM (4.5 g I"" glucose), 10% FCS, and 10 uM all-
trans retinoic acid (Sigma) dissolved in DMSO and cultured for
5 weeks. Medium was changed twice a week. Cells were then
replated at 1:6 and grown for two more days in the same
medium without all-trans retinoic acid. Neuronal cells growing
atop a monolayer of non-neuronal cells were dislodged with
trypsin and plated in 12-well plates on Matrigel (Becton Dickin-
son, Le Pont de Claix, France). Cells were cultured in DMEM
with 10% FCS supplemented with 1 uM cytosine arabinoside,
10 uM fluorodesoxyuridine, and 10 uM uridine (Sigma) for an
additional week. Experiments were performed in DMEM with
10% FCS.

Human SH-SY5Y neuroblastoma cells (The European Collec-
tion of Cell Culture, Salisbury, UK) were grown in DMEM/Ham-
F12 with 10% FCS. In order to induce differentiation, 0.5 x 10°
cells were seeded in 12-well plates and treated with 10 uM all-
trans retinoic acid every two days for a week. Experiments were
performed in DMEM/Ham-F12 with 10% FCS.

Pharmacological study

Human recombinant IL-13 (AbCys) was used in this study. IL-1
receptor antagonist [(IL-1ra) 10 ng mI™'; Tebu, Le Perray en
Yvelines, France] or the anti-IL-13 neutralizing antibody (1:200;
Sigma) was added to the medium of the submucosa culture 1 h
prior to co-culture with mucosa (Table 1). The optimal concentra-
tion of neutralizing anti-IL-1p antibody was determined as the
concentration required to abolish the IL-1B-induced IL-8 secre-
tion in SH-SY5Y cells (data not shown). The submucosa or NT2-
N neurones were preincubated for 30 min with the p38 inhibitor
SB203580 (10 uM; Calbiochem, VWR, Strasbourg, France) and
the ERK1/2 inhibitor PD98059 (50 uM; Calbiochem) prior to addi-
tion of IL-1.

Immunohistochemistry

After fixation, the submucosa was washed in PBS and perme-
abilized for 1 h in PBS/NaN; with 0.5% Triton X-100 (Tx)
(Sigma) and 4% horse serum (HS) (Sigma). Permeabilized
submucosa was incubated with a combination of the following
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primary antibodies diluted in PBS/NaNy/Tx/HS for 18-20 h
at room temperature: mouse anti-IL-8 (1:200, Diaclone,
Besancon, France), rabbit anti-neurofilament 200 kDa (NF200)
1:250, Chemicon, AbCys, or rabbit anti-S1003 (1:10 000,
Swant, Switzerland). Submucosa were then washed in PBS
and incubated for 3 h with the following secondary antibodies
coupled to fluorophores: a donkey anti-mouse IgG conjugated
to carboxymethylindocyanine (Cy3, 1:500), a donkey anti-rabbit
1gG conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC, 1:200), and
a donkey anti-rabbit IgG conjugated to 7-amino-4-indodicar-
bocyanin (Cy5, 1:500) (All from Jackson Immunoresearch,
Immunotech, Marseille, France).

Immunostained submucosal plexus was analysed under a
fluorescence microscope (Olympus IX 50; Olympus, Hamburg,
Germany) equipped with adequate filter cubes. Pictures were
acquired with a black and white video camera (4910 Cohu, SL
Microtest, Jena, Germany) connected to a Macintosh com-
puter via a frame-grabber card (Scion Image; SL Microtest).
For the analysis of IL-8 immunoreactivity, fluorescence inten-
sity of at least 15 submucosal ganglia was analysed in each
preparation. The outline of the ganglia was defined with the
cursor and mean fluorescence level of the pixels within the
delimited area was determined using Scion Image software
program. The background fluorescence of the area next to
each ganglia was subtracted from the fluorescence level of
each ganglia.

Preabsorption experiments were performed to verify the spe-
cificity of the mouse anti-IL-8 antibody. The mouse anti-IL-8 anti-
body (1:200) was first preincubated with the human recombinant
IL-8 peptide (1 pg ml~', AbCys) for 2 h at room temperature prior
to incubation with the submucosa. Following the immunohis-
tochemical staining protocol previously described, this procedure
resulted in a complete loss of IL-8 immunoreactivity in the enteric
ganglia.

Measurement of IL-8 secretion

Supernatants of cell or tissue cultures were collected, and IL-8
protein levels, determined by ELISA (BD-Pharmingen, Le Pont
de Claix, France) according to the manufacturer’s instructions.
Each sample was assessed in duplicate.

Analysis of IL-8 mRNA levels by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from cells using tri Reagent (Eurome-
dex, Souffel Weyersheim, France) according to the manufac-
turer’s instructions. Total RNA (1 pg), random hexamers (0.5 ug;
Amersham, Orsay, France), dNTPs (10 mM each; Invitrogen),
and Rnasin (20 units, Promega, Madison, WI) were used to syn-
thesize single-stranded cDNA using the Superscript Il Rnase H™
Reverse Transcriptase kit (200 units, Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions, in a total volume of 20 pl. Amplifica-
tion conditions for the IL-8 and glyceraldehyde-3-phosphate
(GAPDH) templates were optimized for the RotorGene 2000
instrument (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France). PCRs
were performed with 2 pl of template (GAPDH cDNA was diluted
at 1:10 and IL-8 cDNA was not diluted), 0.1 ul of a solution of
SYBR Green | diluted at 1:100 (Roche, Meylan, France), 10 pM
of each primer, 0.25 mM dNTPs, and the Titanium Tag DNA

polymerase kit (Clontech, Ozyme), according to the manufac-
turer’s instructions. Cycling conditions were as follows: denatur-
ation, 5min at 95°C; amplification, 35 cycles including
denaturation, 5 s at 95°C, annealing, 15 s at 62°C for GAPDH,
and 63°C for IL-8, and extension, 20 s at 72°C and 15 s at 89°C
for GAPDH and 83°C for IL-8. Primers were chosen on separate
exons to amplify cDNA but not genomic DNA. The following
primers were used: GAPDH forward 5-TGAACGGGAAGCT
CACTGG-3’; GAPDH reverse 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-
3; IL-8 forward 5-CTCTTGGCAGCCTTCCTGATT-3; IL-8
reverse 5’-TATGCACTGACATCTAAGTTCTT-3". An external stan-
dard curve was generated with serial dilutions of control cDNA,
by plotting the relative amounts of these dilutions against the
corresponding C, (threshold cycle) values. The amount of IL-8
and GAPDH was calculated from these standard curves using
the RotorGene software (Ozyme). Samples were tested in tripli-
cate and the average values were used for quantification. For
each sample, the ratio between the relative amounts of IL-8 and
GAPDH was calculated to compensate for variations in quantity
or quality of starting mRNA as well as for differences in reverse
transcriptase efficiency.

Western blot analysis

NT2-N cells were first harvested from matrigel matrice using BD
cell recovery solution (Becton Dickinson) according to the man-
ufacturer’s instructions. Proteins were extracted by lysing the
cells in modified RIPA buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM
NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.25% Na-deoxycholate) supplemented
with the complete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche).
Protein content was determined using the DC protein assay (Bio-
Rad, Marne La Coquette, France). Twenty-five to 50 ug of protein
was separated by SDS-PAGE on a 4-12% Bis-Tris gel (Invitro-
gen) and then transferred onto a nitrocellulose membrane (Merck
eurolab, Fontenay-sous-Bois, France). The membrane was
blocked for 1 h in a 5% blocking buffer solution (Bio-Rad) and
then probed with a rabbit anti-p38 MAPK antibody (1:1000), a
rabbit anti-phosphorylated p38 MAPK antibody (1:1000), a rabbit
anti-p42/p44 (ERK1/2) MAPK 1:1000, or a rabbit anti-phospho-
rylated p42/p44 MAPK (1:1000) (all from Cell Signalling, Ozyme)
overnight at 4°C. Membranes were then washed in TBS-T
(20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6) and
incubated for 1 h with anti-rabbit IgG coupled to horse radish
peroxydase (1:10 000, Amersham). Immunoblots were incubated
with ECL chemiluminescent substrate (Amersham). Intensity of
the bands was analysed using the Scion image software.

Statistical analysis

Values are given as mean + SE. Conditions were compared
using a one-way analysis of variance for repeated measures for
multiple comparisons, or using a paired Student’s t-test. Differ-
ences were considered significant for P < 0.05.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 1

Etude de I’'implication potentielle de NF-xB dans la secrétion d’IL-8 induite par I’IL-1

dans les neurones NT2-N.

Les voies de signalisation MAP Kinases p38 et ERK1/2 sont impliquées dans la
régulation par I’IL-1p de I’expression de I’IL-8 dans les neurones. Cependant, les inhibiteurs
de ces deux voies n’ont pas blogqué toute la sécrétion d’IL-8 induite par I’IL-1p, suggerant
I’intervention d’autres voies de signalisation. Comme une voie dépendante de NF-xB a été
associé a la régulation de I’expression de I’1L-8 dans plusieurs types cellulaires (Hoffmann,
2002), nous avons testé son role dans la sécrétion d’IL-8 induite par I’IL-1B dans les
neurones. Les neurones NT2-N ont été prétraités avec 10 uM d’acide cafféique phenyléthyl
ester (CAPE), un inhibiteur de la voie dépendante de NF-xB, pendant 30 minutes avant
I’ajout de I’IL-18 (10 ng/mL). Aprés 6 heures d’incubation, I'IL-8 a été dosée dans le
surnageant. Les résultats (figure 24) montrent que CAPE a réduit de maniere significative
I’augmentation de la sécrétion d’IL-8 induite par I’IL-1p. Ces résultats suggérent que I’IL-1

régule la sécrétion d’IL-8 par une voie dépendante de NF-kB.

120 4
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Figure 24. CAPE diminue significativement la sécrétion d’IL-8 induite par I’IL-13 dans
les neurones NT2-N. Les résultats sont normalisés par rapport a la sécrétion obtenue sans IL-

1B. (n=3, moyennezxES, test t pairé, *p=0,019).
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 1

Etude de I’expression de I’lL-8 dans le plexus myentérique au cours de la rectocolite

hémorragique.

Nous avons recherché une éventuelle expression de I’IL-8 dans les neurones au cours
des MICI, pathologies dans lesquelles I’augmentation de la sécrétion d’IL-8 a été largement
décrite (MacDermott, 1999). Le plexus myentérique d’un patient atteint de rectocolite
hémorragique a été disséqué et marqué par un anticorps souris anti-1L-8 et un anticorps lapin
anti-Neurone Specific Enolase (NSE). Le marquage IL-8 a été révélé par un anticorps Cy3
anti-souris et le marquage NSE par un anticorps FITC anti-lapin. L’expression de I’IL-8 a été
détectée dans des neurones et des fibres nerveuses entourant en particulier des vaisseaux

sanguins (figure 25).

IL-8 NSE

Figure 25. Expression de I’IL-8 dans le plexus myentérique d’un patient atteint de
rectocolite hémorragique. L’expression de I’IL-8 a été détectée dans des structures des
ganglions, en particulier dans les neurones (A, fleches) et dans des fibres nerveuses situées de
part et d’autre d’un vaisseau sanguin (B, fleches). (IL-8 : orange ; NSE : vert ; grossissement
x400).
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I1- Des interactions neuro-épithéliales régulent I’expression des ARNm et la

sécrétion d’IL-8 par les neurones au cours de I’inflammation.

L’étude précédente a montré que des interactions entre la muqueuse et la sous-
muqueuse intestinales humaines modulent I’expression de I’IL-8 dans les neurones sous-
muqueux. Cependant, bien que des interactions bidirectionnelles aient été identifiées entre le
SNE et les cellules épithéliales intestinales (CEI) (Sharkey et Mawe, 2002 ; Neunlist et coll,
2003a), I’implication d’interactions directe entre les CEIl et les neurones, au cours de
I’inflammation, n’a jamais été décrite. De plus, bien qu’une augmentation de
I’immunoréactivité ait été observée dans les neurones entériques humains suite a
I’inflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile, I"implication directe
d’interactions neuro-épithéliales dans I’expression et la sécrétion d’IL-8 dans les neurones est
inconnue. Par ailleurs, I’IL-8 est une chimiokine clé de la réponse inflammatoire intestinale
impliquée dans le recrutement des neutrophiles et des lymphocytes vers le site de I’infection
ou de I’inflammation (Baggiolini et coll., 1989 ; Larsen et coll., 1989). De plus, lors de
certaines pathologies intestinales, la présence d’infiltrats inflammatoires a été rapportée au
niveau des ganglions entériques (De Giorgio et coll., 2004). Néanmoins, la capacité des
neurones humains a induire le chimiotactisme de cellules immunitaires, et en particulier via la
production de chimiokines, est inconnue.

Dans un premier temps, cette étude a été basée sur I’utilisation d’un modele de
coculture plus réductionniste que le précédent. Ce modele est composé de CEI (lignée Caco-
2) et de neurones (lignée NT2-N ou SH-SY5Y) permettant I’étude des interactions neuro-
épithéliales (figure 26 A). Il permet (1) d’étudier les interactions entre deux types cellulaires,
(2) de stimuler spécifiquement I’un ou I’autre des types cellulaires, (3) d’étudier la réponse
spécifique d’un type cellulaire et (4) d’étudier I’implication de facteurs diffusibles. Les

cellules Caco-2 sont traitées ou non avec un mélange de TNFa et d’IFNy (cytomix) pendant
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24 heures avant d’étre soigneusement lavées et placées en coculture avec les neurones
pendant 24 heures supplémentaires (figure 26B). De maniere similaire a I’étude précédente, la
sécrétion d’IL-8 est mesurée par ELISA dans le surnageant de la coculture, des Caco-2
cultivées seules et des neurones cultivés seuls (figure 26). L’expression des ARNm de I’IL-8

dans les neurones est de plus analysée par PCR en temps réel.

Caco-2
A w @ Coculture
| il o
Oh 24h 48h
ﬁ w Caco-2 seules
LAVAGE | | Neurones seuls
Caco-2 +
IFNy+TNF o
B Coculture en
w situation
inflammatoire
5 A >
I 77 ' 3
Oh 24h 48h

Caco-2 seules en

ﬁ w situation

inflammatoire

LAVAGE | |
.| Neurones seuls

Figure 26. Modeéle d’étude des interactions neuro-épithéliales.

L utilisation de ce modéle a montré que des interactions neuro-épithéliales modulent la
sécrétion d’IL-8 en réponse a une inflammation des Caco-2 par le cytomix. De plus,
I’augmentation de la sécrétion d’IL-8 en coculture est accompagnée d’une augmentation de
I’expression des ARNm dans les neurones. Ces résultats ont été obtenus avec les deux lignées

neuronales utilisées.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a identifier le(s) médiateur(s)
impliqué(s) dans ces effets. Dans I’étude précédente, nous avions montré que les effets de la
toxine B du C. difficile sur I’expression d’IL-8 dans les neurones étaient dépendants de I’1L-
1B, nous avons donc testé le rble de I’'lL-1 dans les interactions neuro-épithéliales. Le
traitement avec le cytomix des Caco-2 a augmenteé la sécrétion et I’expression des ARNm de
I’IL-1p par les cellules Caco-2. De plus, I’IL-1ra a réduit I’augmentation de I’expression des
ARNmM de I’IL-8 par les NT2-N et la sécrétion neuronale d’IL-8. Nos résultats suggérent donc
I’implication d’une voie dépendante de I’IL-1p dans I’augmentation de I’expression de I’IL-8
par les neurones en coculture. Cependant, I’augmentation de la sécrétion d’IL-8 en coculture,
soit la sécrétion globale d’IL-8 des Caco-2 et des NT2-N, n’est pas réduite par I’IL-1ra de
maniere significative, bien que réduite en moyenne. Par ailleurs, I’utilisation d’inhibiteurs des
voies MAP kinases p38 et ERK1/2 en coculture a de plus réduit I’augmentation de
I’expression d’IL-8 dans les NT2-N et la sécrétion neuronale d’IL-8, confirmant le réle joué
par ces deux voies de signalisation dans la régulation de I’expression de I’IL-8 dans les
neurones par I’IL-18.

Enfin, nous avons recherché un réle fonctionnel potentiel de la sécrétion de
chimiokines par les neurones. L’IL-8 étant largement connue pour induire une réponse
chimiotactique de cellules immunitaires, nous avons testé le réle potentiel des neurones sur le
chimiotactisme des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Pour ce faire, nous
avons mis en place un modele de coculture PBMC/neurones ou les PBMC sont cultivés sur un
filtre de 5um de pores pour permettre leur passage vers le coté inférieur de la chambre occupé
par les neurones (figure 27). Les neurones étaient prealablement traités ou non avec de I’'lL-

1 (10 ng/mL) puis soigneusement lavés avant d’étre placés en coculture avec les PBMC.
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Figure 27. Modele d’étude du chimiotactisme des PBMC induit par les NT2-N.

L’analyse de la réponse chimiotactique des PBMC était basée sur deux parameétres :
(1) le comptage du nombre de PBMC ayant migré du coté inférieur de la chambre et (2) le
comptage du nombre de PBMC présentant une morphologie asymétrique parmi les PBMC
ayant migré du coté inférieur de la chambre. L’utilisation de ce modéle a montré que les
neurones prétraités a I’IL-1B induisent une réponse chimiotactique des PBMC, ce qui est
partiellement bloqué en présence d’un anticorps neutralisant anti-1L-8.

En conclusion, cette étude montre que (1) des interactions neuro-épithéliales
augmentent I’expression des ARNm de I’IL-8 et sa sécrétion par les neurones, (2) L’1l-1p est
un médiateur de ces interactions et (3) I’inflammation des neurones induit le chimiotactisme
de cellules immunitaires humaines via la sécrétion d’IL-8.

Cette étude a été soumise pour publication.
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ABSTRACT

Recent evidence suggests that, following intestinal inflammatory challenge, human
enteric neurons can produce chemokines such as IL-8. However, whether direct neuro-
epithelial interactions modulate neuronal 1L-8 production is unknown. In addition, functional
consequences of neuronal IL-8 production remain to be determined. Therefore this study
aimed at investigating the role of neuro-epithelial interactions in the regulation of neuronal
IL-8 production and determining the ability of neurons to induce chemotaxis of immune cells.
Neuro-epithelial interactions were studied using a coculture model composed of intestinal
epithelial cells (Caco-2), grown on porous filters, and human neuronal cells (NT2-N or SH-
SY5Y). IL-8 secretion and mRNA expression were analyzed by ELISA and quantitative PCR,
respectively. Pharmacological study was performed using IL-1 receptor antagonist (IL-1ra)
and inhibitors of MAP kinases. Neuronally-induced chemotaxis was studied using a coculture
model of NT2-N neurons and human peripheral blood mononuclear cells (PBMC), cultured
on 5 um-pores filters. Following epithelial treatment with IFN-y and TNF-a, IL-8 secretion in
coculture and neuronal IL-8 mMRNA expression were significantly increased compared to
control. Induction of IL-8 secretion and mRNA expression in NT2-N neurons were reduced
using IL-1ra or inhibitors of p38 and ERK1/2 MAP kinases. IL-13-pretreated NT2-N neurons
induced chemotaxis of PBMC which was partly blocked by neutralizing anti-1L-8 antibody.
Our results demonstrate that, under inflammatory conditions, neuro-epithelial interactions
modulate neuronal IL-8 secretion and mRNA expression through IL-1p3- and MAP kinases-
dependent pathways. Furthermore, neuronally-induced chemotaxis may play a role in the
generation of immune cells infiltrates observed during intestinal inflammation in enteric

ganglia.

Key words: intestinal inflammation, epithelial cells, neurons, IL-8, chemotaxis.
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INTRODUCTION

The enteric nervous system (ENS) is an integrative network located within the wall of
the gastrointestinal tract. It is organized in ganglia, composed of neurons and glial cells. It
consists of two major plexus, the submucosal and the myenteric plexus (46). There is
mounting evidence for the involvement of the ENS in the intestinal inflammatory response to
enteric pathogens or during chronic inflammation. In particular, the ENS has been described
to be the target of inflammatory mediators, since electrophysiological behavior (21, 47) and
neurochemical content (33) of enteric neurons are modified during intestinal inflammation.
Furthermore, the ENS can directly secrete inflammatory mediators. For instance, during
inflammatory conditions, rat enteric glial cells can secrete IL-6 (31), and human enteric
neurons produce Interleukin(IL)-8 (38) and Macrophage Inflammatory Protein-1a. (MIP-1a)
(9). However, the cellular mechanisms leading to the regulation of chemokines production by
neurons during intestinal inflammation, and in particular the role of intestinal epithelial cells
(IEC), remain unknown.

During physiological conditions, the involvement of bidirectional interactions between
intestinal epithelial cells (IEC) and neurons has been suggested by recent evidences. For
instance, enteric neurons can regulate epithelial permeability (15, 24), proliferation (2, 40)
and electrolytes secretion (7). In addition, enterochromaffin cells, a sensitive cell type located
within the intestinal epithelial barrier, can modulate neuronal functions by the release of
serotonine (36). Nevertheless, whether neuro-epithelial interactions modulate chemokines
secretion during inflammatory processes remain unknown. Such direct interactions could
however exist as interactions between the human intestinal mucosa and submucosa, have been
identified both in presence or absence of mucosal infectious challenge (38). Furthermore, this
study suggested the modulation of IL-8 production by enteric neurons during intestinal

inflammation.
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IL-8 is one of the key chemokines responsible for the recruitment of neutrophils or T
lymphocytes to the site of inflammation or infection (1, 18). However, the functional
consequences of chemokine secretion, such as IL-8, by neurons is largely unknown. In the
ENS, chemokines secretion could be associated with the presence of inflammatory infiltrates
within the submucosal or the myenteric plexus. For instance, dense lymphocytic infiltrates
occur in patients with enteric inflammatory neuropathy, such as achalasia (13), chronic
megacolon (10) or irritable bowel syndrome (39). It is, however, still unknown whether
neurons are able to induce the chemotaxis of immune cells and whether neuronal IL-8
production is involved in this effect.

Therefore, we developed a reductionnist coculture model to characterize the potential

neuro-epithelial interactions requlating 1L-8 neuronal secretion and mRNA expression in

response to an inflammatory challenge of IEC with IFN-y and TNF-a.. We also explored the

potential chemotactic effect of neurons upon human immune cells under inflammatory

conditions.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Epithelial cell culture: The Caco-2 human intestinal epithelial cell line (The European
Collection of Cell Culture, Salisbury, United Kingdown) was grown on Transwell porous
filters (12-well Transwell Clear, 0.40 um porosity, Costar, France). Cells (passage 87 to 121)
were seeded at 0.25x10° cells/well in DMEM (4.5 g.L™ glucose)/10% heat-inactivated fetal
calf serum (FCS) (all from Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and cultured until post-
confluence. Experiments were conducted at days 8-10 after seeding in DMEM 10% heat

inactivated FCS.

Neuronal cells culture: Human Ntera2/cl.D1 (NT2) fibroblast cells (LGC Promochem,
Molsheim, France) were cultured and differentiated into neurons (NT2-N) as previously
described (29). Cells (passage 23 to 45) were plated at a density of 2x10° per 75 cm? dishes in
DMEM (4.5 g/L glucose), 10% FCS, and 10 uM all-trans retinoic acid (Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France) dissolved in DMSO (Sigma) and cultured for 5 weeks. Medium was
changed twice a week. Cells were then replated at 1:6 and grown for 2 more days in the same
medium without all-trans retinoic acid. Neuronal cells growing atop a monolayer of non-
neuronal cells were dislodged with trypsin and plated in 12-well plates on Matrigel (Becton
Dickinson, Le Pont de Claix, France). Cells were cultured in DMEM with 10% FCS
supplemented with 1 puM cytosine arabinoside, 10 uM fluorodesoxyuridine, and 10 uM
uridine (Sigma) for an additional week. Experiments were performed in DMEM with 10%
FCS.

Human SH-SY5Y neuroblastoma cells (The European Collection of Cell Culture)
were grown in DMEM/Ham-F12 (Invitrogen) with 10% FCS. In order to induce

differentiation, 0.5x10° cells (passage 17 to 25) were seeded in 12-well plates and treated with
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10 uM all-trans retinoic acid every two days for a week. Experiments were performed in

DMEM/Ham-F12 with 10% FCS.

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolation: PBMC were isolated from
EDTA-blood of healthy volunteers. 10 mL EDTA-blood were diluted with 20 mL RPMI 1640
medium (Invitrogen) and underlayered to 15 mL Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences,
Orsay, France) and the gradient was centrifuged at 400g for 20 minutes at room temperature.
The PBMC appeared as a dense white band above the red blood cells and granulocytes layer.
This white band was removed and washed three fold with RPMI 1640 medium. Experiments

were performed in RPMI 1640 with 10% heat inactivated FCS.

Coculture model for the study of neuro-epithelial interactions

In order to characterize interactions between IEC and neurons, we developed a
coculture model, including IEC cultured on Transwell filter and neurons. One porous filter
containing Caco-2, cultured at confluence, was placed above NT2-N cells or differentiated
SH-SY5Y cells cultured in 12-well plate, and cocultured for 24 hours (Figure 1A). In
addition, Caco-2 cells and NT2-N cells or differentiated SH-SY5Y cells were cultured
separately for 24 hours to assess their individual response.

In order to explore neuro-epithelial interactions in response to an inflammatory
challenge, Caco-2 cells were first treated with a mix of IFN-y (100 u.mL™; AbCys, Paris,
France) and TNF-a (10 ng.mL™; AbCys) for 24 hours prior to coculture with neurons (Figure
1B). After this 24-hour incubation Caco-2 cells were thoroughly washed four times in fresh
culture medium. Inflamed Caco-2 cells and NT2-N cells or differentiated SH-SY5Y cells
were then either cocultured or cultured alone for 24 hours (Figure 1B). This 24-hour

incubation time was chosen since no effects upon IL-8 mMRNA expression in neurons was
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detected at earlier times of coculture (6 and 12 hours). At the end of the experiments, the
supernatant was removed and stored at -80°C, and total mMRNA was extracted from cells using

tri Reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, France).

Study of neuro-epithelial interactions

In order to identify neuro-epithelial interactions, we compared the level of IL-8
secreted by Caco-2 and neuronal cells cultured alone with that obtained when Caco-2 and
neuronal cells were cultured together. IL-8 secretion of Caco-2 and neuronal cells cultured
alone was measured and the sum of these secretions was calculated. The sum of the IL-8
secretion of Caco-2 (IL-8gc) and neuronal cells (IL-8neurons) cultured alone was then
compared to the IL-8 secretion measured in coculture. In addition, IL-8 secretion measured in
coculture was normalized to the sum of the IL-8 secretion of the Caco-2 and neuronal cells
cultured alone as follows:

A =100 X ((IL-8; — Sum IL-8,) / Sum IL-8,)
where, A is the variation of IL-8 secretion

IL-8; is the IL-8 secretion measured in coculture

Sum IL-8; is the sum of the IL-8 secretion of Caco-2 and neuronal cells cultured

alone (I L'8|EC+I L'8neur0ns)

Coculture model for the study of PBMC

chemotaxis

As described in Figure 2, NT2-N cells were first treated (or not) with IL-13 (10

ng.mL™) for 8 hours and washed with fresh culture medium in order to remove IL-1f in the
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supernatant. IL-1p-pretreated and control NT2-N cells were then further cultured for 16 hours
in fresh RPMI with 10% heat-inactivated FCS medium. Fresh isolated human PBMC were
suspended and seeded at 0.5x10° cells in a transwell chamber (5um filter; 24-well Transwell
Clear, Costar). The lower side of the chamber contained IL-1B-pretreated or control NT2-N
cells (Figure 2). The chambers were incubated for 90 minutes in a humidified incubator (37
°C, 5% CO,). At the end of the incubation, pictures of 15 fields (magnification x200) of the
bottom of the chamber were acquired with a black and white video camera (4910 Cohu, SL
Microtest, Jena, Germany) connected to a Macintosh computer via a frame-grabber card
(Scion Image; SL Microtest). The chemotactic response of PBMC was quantified by 1)
counting the number of PBMC in the bottom of the chamber (migrating PBMC) and 2)
counting, among the PBMC in the bottom of the chamber, the number of PBMC which have a

polarized morphology (polarized PBMC), which is typical of migrating PBMC (44).

Pharmacological study

Human recombinant IFN-y (100 u.mL™; AbCys) and TNF-a (10 ng.mL™; AbCys)
were used in this study. IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) (10 ng.mL™; Tebu, Le Perray en
Yvelines, France) was added to the medium of NT2-N cells 30 min prior to coculture with
Caco-2 cells. NT2-N cells were preincubated for 30 min with the p38 inhibitor SB203580 (10
KUM; Calbiochem, VWR, Strasbourg, France) and with the ERK1/2 inhibitor PD98059 (50
HUM; Calbiochem) prior to coculture with Caco-2 cells. Both inhibitors were used together,
since we previously showed that maximal inhibition of IL-8 secretion was obtained under
these conditions (38). A specific neutralizing anti-IL-8 antibody (10 pg.mL™, Diaclone,
Besancon, France) and non specific mouse 1gG (10 pg.mL™, Sigma) were also used. The
concentration of neutralizing anti-1L-8 antibody was chosen as the concentration required to

neutralize 1L-8 amount in our culture conditions (assessed by ELISA, data not shown).
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Measurement of TER

The resistance of the IEC monolayer was measured using an EVOM resistance meter

(World Precision Instruments, United Kingdowm).

Measurement of IL-8 and IL-1/ secretion
Supernatants of cell cultures were collected. IL-8 or IL-1 protein levels were

determined by ELISA (Becton Dickinson-Pharmingen, France) according to the

manufacturer’s instructions. Each sample was assessed in duplicate.

Analysis of IL-8 and IL-15 mRNA levels by real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from cells using tri Reagent (Euromedex) according to the
manufacturer’s instructions. Total RNA (1 pg), random hexamers (0.5 pg; Amersham,
France), dNTPs (10 mM each; Invitrogen), and Rnasin (20 units, Promega, Madison, WI)
were used to synthesize single-stranded cDNA using the Superscript Il Rnase H™ Reverse
Transcriptase kit (200 units, Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions, in a
total volume of 20 pL. Amplification conditions for the IL-8, IL-1p and glyceraldehyde-3-
phosphate (GAPDH) templates were optimized for the RotorGene 2000 instrument (Ozyme,
Saint Quentin en Yvelines, France). PCRs were performed with 2 uL of template (GAPDH
cDNA was diluted at 1:10 and IL-8 and IL-13 cDNA was not diluted), 0.1 pL of a solution of
SYBR Green | diluted at 1:100 (Roche, Meylan, France), 10 pM of each primer, 0.25 mM
dNTPs, and the Titanium Tag DNA polymerase kit (Clontech, Ozyme), according to the
manufacturer’s instructions. Cycling conditions were as follows: denaturation, 5 min at 95°C;

amplification, 35 cycles including denaturation, 5 s at 95°C, annealing, 15 s at 62°C for
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GAPDH, 63 °C for IL-8, and 68 °C for IL-1f3, and extension, 20 s at 72°C and 15 s at 89°C
for GAPDH, 83°C for IL-8 and 87 °C for IL-1B. Primers were chosen on separate exons to
amplify cDNA but not genomic DNA. The following primers were used: GAPDH forward 5’-
TGAACGGGAAGCTCACTGG-3’; GAPDH reverse 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’;
IL-8 forward 5-CTCTTGGCAGCCTTCCTGATT-3’; IL-8 reverse 5’-
TATGCACTGACATCTAAGTTCTT-3’; IL-1B forward 5’
TGCCCGTCTTCCTGGGAGGG-3’; IL-1B reverse 5’-GGCTGGGGATTGGCCCTG-3’. An
external standard curve was generated with serial dilutions of control cDNA, by plotting the
relative amounts of these dilutions against the corresponding C; (threshold cycle) values. The
amount of IL-8 and GAPDH was calculated from these standard curves using the RotorGene
software (Ozyme). Samples were tested in triplicate and the average values were used for
quantification. For each sample, the ratio between the relative amounts of 1L-8 and GAPDH
or IL-1p and GAPDH was calculated to compensate for variations in quantity or quality of

starting mRNA as well as for differences in reverse transcriptase efficiency.

Statistical analysis
Values are given as mean £ SE. Conditions were compared using a one-way analysis
of variance for repeated measures for multiple comparisons, or using a paired Student’s t-test.

Differences were considered significant for p<0.05.
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RESULTS
IFN-»- and TNF-a-treatment induces an inflammatory response of Caco-2 cells

After 24-hours treatment of Caco-2 cells with IFN-y and TNF-a, the transepithelial
resistance was significantly decreased compared to control (n=19, p<0.001). Furthermore,
under these conditions, IL-1f3 and IL-8 mRNA expression in Caco-2 cells were significantly
increased compared to control (Figure 3A, n=4, p<0.05). A significant increase in IL-1p and

IL-8 secretion by Caco-2 cells was also observed (Figure 3B n=4, p<0.05).

Neuro-epithelial interactions under non inflammatory conditions

After 24 hours of culture, IL-8 secretion of Caco-2 cells and NT2-N cells was 4.3+£0.9
pg.mL™* and 21.9+5.9 pg.mL™, respectively. In coculture, IL-8 secretion was not significantly
different to the sum of IL-8 secretion of Caco-2 cells and NT2-N cells cultured alone (n=17,

p=0.744) (Figure 4, control condition).

Neuro-epithelial interactions under inflammatory conditions

In order to determine whether an inflammatory challenge of Caco-2 cells modulates
IL-8 expression, inflamed Caco-2 (maintained for 24 hours in presence of IFN-y and TNF-o)
were placed in coculture with NT2-N cells for 24 hours. Under these conditions, IL-8
secretion was significantly increased by 29.7% compared to the sum of the IL-8 secretion of
Caco-2 cells and NT2-N cells cultured alone (figure 4, inflamed condition). Furthermore, as
shown in figure 5A, the variations between IL-8 secretion in coculture and the sum of the IL-8
secretion of Caco-2 cells and NT2-N cells cultured alone was significantly greater with
inflamed Caco-2 cells than with control Caco-2 cells (n=16, p<0.001). In addition, a
significant increase in IL-8 mMRNA expression was observed in NT2-N cells cocultured with

inflamed Caco-2 cells compared to NT2-N cells cocultured with control Caco-2 cells (Figure
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5B, n=12, p<0.001). Similarly, coculture of inflamed Caco-2 cells with differentiated SH-
SY5Y induced a significant increase of IL-8 secretion (Figure 6A, n=10, p=0.001) and of IL-8

MRNA expression in the SH-SY5Y cells compared to control (Figure 6B, n=5, p<0.05).

IL-1/4 mediates the increase in neuronal 1L-8 secretion and mRNA expression in NT2-N cells
following coculture with inflamed Caco-2 cells.

After 3 hours of preincubation of NT2-N cells with IL-1ra (10 ng.mL™), inflamed
Caco-2 cells were added in coculture. Under these conditions, the increase in IL-8 secretion
induced by coculture was reduced but the difference was not statistically significant (Figure
7A, n=13, p=0.274). However, IL-8 mRNA expression in NT2-N cells cocultured with
inflamed Caco-2 cells was significantly reduced by 72% with IL-1ra compared to without
(Figure 7B, n=4, p=0.003). In order to assess whether this decrease in IL-8 mMRNA in NT2-N
cells leads to a reduction of IL-8 secretion by neurons, NT2-N cells were further cultured
alone for 4 hours in fresh culture medium. Under these conditions IL-8 secretion by NT2-N
cells was significantly reduced by 1.7-fold when NT2-N cells were previously cocultured with

IL-1ra compared to without (Figure 7C, n=4, p<0.05).

p38 and ERK1/2 MAP kinases mediates the increase in neuronal
IL-8 secretion and mRNA expression in NT2-N cells following

coculture with inflamed Caco-2 cells.

After 3 hours of preincubation of NT2-N cells with the p38 inhibitor SB203580 (10
UM) and the ERK1/2 inhibitor PD98059 (50 uM), inflamed Caco-2 cells were added in
coculture. Under these conditions, IL-8 secretion of the coculture was significantly decreased

compared to inflamed coculture (Figure 8A, n=13, p<0.001). In addition, IL-8 mMRNA
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expression in NT2-N cells cocultured with inflamed Caco-2 cells was significantly reduced by
56% with both inhibitors compared to without (Figure 8B, n=4, p=0.003). In order to assess
whether this decrease in IL-8 mRNA in NT2-N cells leads to a reduction in IL-8 secretion by
neurons, NT2-N cells were further cultured alone for 4 hours in fresh culture medium. Under
these conditions, IL-8 secretion by NT2-N was significantly reduced by 2.3-fold when NT2-N
cells were previously cocultured with both inhibitors compared to without (Figure 8C, n=4,

p<0.05).

IL-8 secreted by IL-1/-pretreated NT2-N cells increase the number of migrating PBMC.

In order to characterize the chemotactic properties of NT2-N cells, IL-1p3-pretreated or
control NT2-N cells were placed in coculture with human PBMC (Figure 2). After 90 minutes
of incubation, the number of PBMC present in the bottom of the chamber (migrating PBMC)
with control NT2-N cells was not significantly different to the number of migrating PBMC
counted in absence of NT2-N cells (Figure 9C, n=10, p=0.807). In contrast, following IL-13-
pretreatment of NT2-N cells, we observed a significant 2.1-fold increase in the number of
migrating PBMC with inflamed NT2-N cells compared to control NT2-N cells (Figure 9A-C,
n=10, p<0.01). In addition, the majority of human PBMC present in the bottom of the
chamber with inflamed NT2-N cells showed a morphology characteristic of polarized cells
(Figure 9B). Quantitative analysis revealed a significant 1.8-fold increase in the percentage of
polarized cells following coculture with inflamed NT2-N cells compared to control NT2-N or
without NT2-N cells (Figure 9D, n=10, p<0.01). In addition, in the presence of a specific
neutralizing anti-1L-8 antibody (10 pg.mL™), the number of migrating PBMC and the
percentage of polarized PBMC were significantly reduced by 56% and 17%, respectively

(Figure 10, n=7, p<0.05). In the presence of a non specific mouse 1gG, the number of
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migrating PBMC and the percentage of polarized PBMC were not significantly modified

(Figure 10, n=3).
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DISCUSSION

Our results, obtained with a reductionist coculture model of intestinal epithelial cells
and neurons, show that neuro-epithelial interactions regulate IL-8 neuronal secretion and
MRNA expression, in response to an inflammatory challenge of the intestinal epithelial cells.
These interactions are reproduced by IL-1p and involve p38 and ERK1/2 MAP kinases
intracellular pathways. Moreover, pretreated neurons with IL-13 induce a chemotactic
response of human PBMC mediated in part via IL-8.

In this study, we developed and used a reductionist model to characterize the
interactions between two major cellular components of the gut wall, i.e., the intestinal
epithelial cells and neurons. Despite the lack of the organization of an integrative model, this
reductionist model allowed us to assess the response of one specific component of the model.
The intestinal epithelial cell line Caco-2 and two neuronal cell lines (NT2-N and
differentiated SH-SY5Y) were used. Caco-2 is a largely-used cell line which presents the
characteristic features of human differentiated intestinal epithelium. The two well-
characterized neuronal cell lines NT2-N (29) and SH-SY5Y (26) were chosen since no
method is currently available to isolate and maintain human enteric neurons in culture. In
addition, similarly to human submucosal neurons, these two cell lines respond to IL-1p by
increasing IL-8 production (38). This coculture model allowed us to assess the individual
response of each cell types of the model, and to investigate how neuro-epithelial interactions
are modified during an inflammatory challenge of intestinal epithelial cells. Caco-2 cells were
preincubated with inflammatory mediators and thoroughly washed before coculture to avoid
a putative direct action of the inflammatory challenge on neurons. In addition, because no
cell/cell contact are present in this model, it allowed us to focus on the involvement of soluble

factors in the regulation of the neuronal IL-8 secretion.
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In order to investigate whether inflammatory conditions modulate neuro-epithelial
interactions, Caco-2 cells were first challenged with an inflammatory stimulus composed of
IFN-y and TNF-o.. This mix induces both alterations in barrier resistance and an inflammatory
response in Caco-2 cells characterized by an induction of chemokines secretion as previously
described (17, 43, 41).

In the absence of inflammatory conditions, no change in IL-8 secretion was observed
between IL-8 secretion in coculture and the sum of IL-8 secretion of intestinal epithelial cells
and neurons cultured alone. This result is different to that observed with an organotypic
coculture model using human mucosa and submucosa, where a downregulation of IL-8
secretion was observed in the absence of inflammatory conditions (38). This difference could
be due in part to the fact that Caco-2 cells are not able to secrete the factors responsible for the
downregulation of IL-8 secretion by mucosa/submucosa interactions, suggesting that other
cell types contained in the mucosa, such as immune cells or fibroblasts, could be responsible
for this effect.

When Caco-2 cells were challenged with a mix of IFN-y and TNF-o prior to
coculture, IL-8 secretion in coculture was greater than the sum of the IL-8 secretion of
intestinal epithelial cells and neurons cultured alone. In addition, this effect was associated
with an induction of IL-8 mRNA expression in neurons. This result, established in different
models of human differentiated neuronal cells, suggests that neuro-epithelial interactions
increase IL-8 neuronal mMRNA expression and is consistent with our previous work showing
that mucosa/submucosa interactions increase 1L-8 secretion during inflammation induced by
toxin B of Clostridium difficile. Indeed, such mucosal challenge leads to an increase in IL-8
protein expression in submucosal neurons (38).

Our study identified IL-1f as the likely mediator of the effect shown in coculture with

inflamed Caco-2 cells upon neuronal I1L-8 mMRNA expression and secretion. Indeed, IFN-y-
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and TNF-oa-treatment induce IL-1B secretion by Caco-2 cells, which is consistent with a
previous study showing the increase in IL-1p secretion by Caco-2 cells in response to TNF-o
(5). In addition, the induction of IL-8 mRNA expression and secretion in neurons after
coculture with inflamed intestinal epithelial cells was reduced by IL-1ra. IL-1p has already
been involved in the modulation of IL-8 secretion during inflammatory processes in human.
Indeed, interactions between human intestinal mucosa and submucosa was found to be
mediated via IL-1 when the mucosa was challenged with toxin B of Clostridium difficile
(38). Moreover, IL-1B has already been shown to induce IL-8 mRNA expression in NT2-N
cells and differentiated SH-SY5Y (38, 6, 3). Nevertheless, IL-8 secretion in the coculture was
not abolished with IL-1ra for every experiments although it was numerically (but not
statistically) reduced. This could be due to the involvement of another mediator targeting
intestinal epithelial cells, such as TNF-a, which has been shown to be secreted by Caco-2
cells following inflammatory challenge (unpublished results, n=3) and also induces IL-8
secretion by intestinal epithelial cells (16). Our results also showed that p38 and ERK1/2
MAP kinases pathways are involved in the regulation of neuro-epithelial interactions
controlling IL-8 secretion in coculture. These findings are consistent with previous studies
showing that these two MAP kinases pathways are involved in the regulation of IL-8
production both in neuronal and epithelial cells (38, 16, 27, 11).

In a second part of the study, we aimed at characterizing a potential functional
consequence of chemokines secretion by neurons. We showed that neurons are able to induce
the chemotaxis of human immune cells, since following IL-1f pretreatment, NT2-N cells
induced a migratory response of human PBMC. Neurons of the central nervous system have
already been shown to induce the migration of immune cells via the release of chemokines.
For instance, after exposure to the prion, neurons secrete RANTES, which activates the

migration of microglia cells (23). In addition, infection by Measles virus results in

132



RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 2

chemokines expression, such as RANTES and IFN-y-inducible protein-10 (IP-10), by neurons
and to the infiltration of T lymphocytes within the central nervous system. This infiltration
can be partly blocked with neutralizing antibody directed against these chemokines (28).
Chemotaxis induced by components of the ENS could also occur in patients with achalasia
(13), chronic megacolon (10) or irritable bowel syndrome (39). In these patients, dense
lymphocytic infiltrates were observed confined to the submucosal and the myenteric plexus.

In the present study, we identified IL-8 as being partly responsible for the chemotactic
property of neurons since it was partly blocked using a specific neutralizing anti-IL-8
antibody. IL-8 is largely known to induce the chemotaxis of human immune cells such as
neutrophils (1), T lymphocytes (18, 42), B lymphocytes (34). Furthermore, our results showed
that the neutralizing antibody did not fully inhibit the chemotactic response suggesting that
other mediators might be involved. Potential candidate could be other chemokines such as
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), MIP-1a or MIP-13 which are expressed and
secreted by NT2-N cells (8, 14) and which are known to induce the chemotaxis of human
PBMC (37, 32). Other potential candidates could be neuromediators, such as Substance P
which is expressed in NT2-N cells (19), and which has been shown to induce the chemotaxis
of human PBMC (35).

In conclusion, our results provide evidences that neuro-epithelial interactions directly
modulate IL-8 mRNA expression and secretion in neurons in part via IL-1p and involved
MAP kinases pathways. In addition, our results demonstrate the ability of neurons, during
inflammatory conditions, to induce the chemotaxis of human immune cells, partly through IL-
8 secretion. These data further supports the putative role of chemokines secretion by enteric
neurons in the generation of inflammatory infiltrates located within enteric ganglia during

several inflammatory disorders of the gastrointestinal tract.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Schematic representation of the coculture model used for the study of neuro-
epithelial interactions. The Caco-2 intestinal epithelial cell line and the two differentiated
neuronal cell lines (NT2-N or SH-SY5Y) were used. Caco-2 cells and neuronal cells were
either cocultured or cultured alone (A). A similar protocol was performed following

inflammation of Caco-2 cells by a combination of IFN-y and TNF-a (B)

Figure 2. Schematic representation of the coculture model used to study the chemotactic
response of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) induced by neurons. The
NT2-N neurons were first pretreated (or not) with IL-1 (10 ng/mL) for 8 hours. NT2-N were
then thoroughly washed and further cultured for 16 hours in fresh culture medium. At the end
of the 16-hour incubation, NT2-N were placed for 90 minutes in coculture with isolated

human PBMC.

Figure 3. IFN-y and TNF-a induce an inflammatory response in Caco-2. After 24 hours of
incubation of caco-2 cells with IFN-y (100 u.mL™) and TNF-a (10 ng.mL™), IL-1B and IL-8
MRNA expression and secretion were analyzed in Caco-2 by real time PCR and ELISA. IFN-
v and TNF-a increased significantly 1L-13 and IL-8 mRNA expression (A) and secretion (B).
Values represent Mean=SE of 4 independent experiments (paired t test, * p<0.05 compared to

control).

Figure 4. Interactions between Caco-2 and NT2-N modulate IL-8 secretion following
epithelial challenge with IFN-y and TNF-a.. After 24 hours of culture, IL-8 secretion of Caco-

2 cells (cultured alone), NT2-N cells (cultured alone) and coculture was assessed by ELISA.
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IL-8 secretion of the coculture and the sum of IL-8 secretion of Caco-2 and NT2-N cultured
alone were compared. In control conditions, IL-8 secretion in coculture was not statistically
different to the sum of IL-8 secretion of Caco-2 and NT2-N cultured alone (control, n=16,
p=0.744 compared to the sum of Caco-2 and NT2-N cultured alone). When Caco-2 cells were
pretreated with IFN-y (100 u.mL™) and TNF-o (10 ng.mL™) for 24 hours, IL-8 secretion in
coculture was higher than the sum of IL-8 secretion of inflamed Caco-2 cells and neurons
cultured alone (inflamed, n=16). Values represent means+SE of independent experiments

(paired t-test).

Figure 5. Neuro-epithelial regulation of IL-8 secretion is associated with an up-regulation of
IL-8 mRNA expression in NT2-N neurons. After 24 hours of coculture, variations of IL-8
secretion were calculated for each set of experiments and IL-8 mRNA expression was
analyzed in NT2-N cells. The variations, between IL-8 secretion obtained in coculture and the
sum of the IL-8 secretion of Caco-2 and NT2-N cultured alone, were significantly greater
with prior treatment of Caco-2 cells with IFN-y and TNF-a than without (A). Individual
values of independent experiments are represented (n=16, paired t-test, * p<0.05 compared to
control conditions). IL-8 mRNA level in NT2-N cocultured with inflamed Caco-2 cells was
higher than IL-8 mRNA level in NT2-N cocultured with control Caco-2 cells (B). Values

represent MeanzSE of 12 independent experiments (paired t-test, * p<0.05).

Figure 6. Interactions between Caco-2 cells and SH-SY5Y neurons modulate 1L-8 secretion
and mRNA expression following epithelial challenge with IFN-y and TNF-a.. After 24 hours
of culture, 1L-8 secretion of the Caco-2 cells (cultured alone), SH-SY5Y cells (cultured alone)
and coculture was assessed by ELISA and variations of IL-8 secretion were calculated. The

variations, between IL-8 secretion obtained in coculture and the sum of the IL-8 secretion of
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Caco-2 and SH-SY5Y cultured alone, were significantly greater with prior treatment of Caco-
2 cells with IFN-y and TNF-a than without. Individual values of independent experiments are
represented (A; n=10, paired t-test, * p<0.05 compared to control conditions). IL-8 mMRNA
level in differentiated SH-SY5Y cocultured with inflamed Caco-2 cells was higher than 1L-8
MRNA level in differentiated SH-SY5Y cocultured with control Caco-2 cells (B). Values

represent MeanzSE of 5 independent experiments (paired t test, * p<0.05).

Figure 7. Role of IL-1p in the neuro-epithelial regulation of neuronal IL-8 mMRNA expression
and secretion. IL-8 secretion in coculture was higher with inflamed Caco-2 cells than in
control (not inflamed). This increase was numerically but not statistically reduced by IL-1ra
(10 ng.mL™) (A; n=13 independent experiments, one-way repeated measures ANOVA,
p=0.274 compared to the inflamed condition). IL-8 mMRNA level in NT2-N neurons induced
in coculture with inflamed Caco-2 was significantly reduced with IL-1ra. Results are
normalized to the IL-8 mRNA level obtained in inflamed coculture (16.9+5.6 arbitrary units)
(B; n=4 independent experiments, paired t-test, ** p=0.003 compared to the inflamed
condition). Following coculture with inflamed or control Caco-2, NT2-N neurons were further
cultured alone in fresh culture medium. After 4 hours of culture, IL-8 secretion by NT2-N
neurons was analyzed. Neuronal IL-8 secretion induced in coculture with inflamed Caco-2
was significantly blocked with IL-1ra (C; n=4 independent experiments, one-way repeated

measures ANOVA, * p<0.05 compared to the inflamed condition).

Figure 8. Role of p38 and ERK1/2 MAP kinases in the neuro-epithelial regulation of IL-8
MRNA expression and secretion. IL-8 secretion in coculture was higher with inflamed Caco-2
than in control (not inflamed). This increase was blocked by the specific p38 inhibitor

SB203580 (10 pM) and the specific ERK1/2 inhibitor PD98059 (50 uM) (A; n=13
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independent experiments, one-way repeated measures ANOVA, ** p<0.005 compared to the
inflamed condition). In addition, IL-8 mMRNA level in NT2-N induced by coculture with
inflamed Caco-2 was significantly reduced with both inhibitors. Results are normalized to the
IL-8 mRNA level obtained in inflamed coculture (16.9+5.6 arbitrary units) (B; n=4
independent experiments, paired t-test, ** p<0.005 compared to the IFN-y and TNF-a
condition). Following coculture with inflamed or control Caco-2, NT2-N were further
cultured alone in fresh culture medium. After 4 hours of culture, IL-8 secretion by NT2-N
cells was analyzed. Neuronal IL-8 secretion induced in coculture with inflamed Caco-2 cells
was significantly blocked with both inhibitors (C; n=4 independent experiments, one-way

repeated measures ANOVA, * p<0.05 compared to the inflamed condition).

Figure 9. Chemotaxis of human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) induced by
neurons. PBMC in Transwell filter were cocultured with NT2-N neurons seeded in the bottom
of the chamber. The number of PBMC in the bottom of the chamber was significantly greater
following coculture with IL-1B-pretreated NT2-N cells (A) than with control NT2-N cells (B).
Quantitative analysis revealed a significant increase in the number of migrating PBMC in the
IL-1B-pretreated NT2-N condition compared to the control NT2-N or to the culture medium
control condition (C; n=10, paired t-test, * p<0.01 compared to control NT2-N or culture
medium control condition). Among PBMC migrated to the bottom side of the chamber, the
number of PBMC presenting a polarized morphology was higher following coculture with
IL-1B-pretreated NT2-N cells (B, arrows) than with control NT2-N cells (A, arrows).
Quantitative analysis revealed a significant increase of the number of polarized PBMC with
IL-1B-pretreated NT2-N compared to the control NT2-N condition or to the culture medium

control condition (D; n=10, paired t-test, * p<0.01 compared to control).

141



RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 2

Figure 10. IL-1B-pretreated NT2-N cells induce the chemotaxis of human PBMC in part via
IL-8. NT2-N cells and PBMC were cocultured with or without a neutralizing anti-IL-8
antibody. Under these conditions, the increase of the number of migrating PBMC (A) and the
number of polarized PBMC was partly blocked (n=7, one-way repeated measures ANOVA, *
p<0.05 compared to IL-1p condition). Non specific mouse 1gG (mlgG) did not modify the
increase in the number of migrating PBMC (A) and the number of polarized PBMC (B)
(n=3). Results are normalized to the control level of migrating PBMC (A, control condition:
167+37.8 cells.mm™, control anti-IL-8: 197+39 cellssmm? and control migG cells.mm™:
116.9+5.6) and to the control of polarized PBMC (B, control condition: 29.7+4.1%, control

anti-1L-8: 31.6+£5.5% and control migG: 39.6+3.6%) with or without anti-I1L-8 or mIgG.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6

>

Variations in IL-8 levels (%)

80 -
60 -
40 -
20 -

220 -
40 -
-60 -
-80 -

(26.3+8.8)
(-159+11.3)
/\f
i
e
P
s
| |

Control Inflamed

oy

IL-8/GAPDH mRNA level

1.5 1

0.5 |

Control

Inflamed

148



RESULTATS COMPLEMENTAIRES DE L’ARTICLE 2

Figure 7
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Figure 8
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Figure 9
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Figure 10
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Etude de I'implication d’interactions neuro-épithéliales dans la régulation de la

sécrétion globale d’I1L-8 lors de I’infection par la toxine B du C. difficile.

Des interactions muqueuse/sous-muqueuse modulent la sécrétion globale d’IL-8 suite
a I’inflammation de la muqueuse par la toxine B du C. difficile (article 1). Dans le but
d’étudier I'implication d’interactions neuro-épithéliales dans cet effet, nous avons traité les
cellules Caco-2 avec différentes doses de toxine B du C. difficile avant d’étre mises en
coculture avec les cellules SH-SY5Y. A I’issue de la coculture, la sécrétion d’IL-8 a été dosée
dans le surnageant de la coculture, des Caco-2 cultivées seules et des neurones cultivés seuls.
Le pourcentage de variation de la sécrétion d’IL-8 a ensuite été calculé, et est présenté sur la
figure 28. Ces résultats montrent que la sécrétion globale d’IL-8 n’est pas régulée par des
interactions neuro-épithéliales lors de I’inflammation des Caco-2 par différentes doses de

toxine B du C. difficile.
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Figure 28. Des interactions neuro-épithéliales ne modulent pas la sécrétion globale d’IL-
8 lors de I'inflammation des Caco-2 avec différentes doses de toxine B du C. difficile.
(n=6, ANOVA 1 pairée, p=0,614).
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Les neurones expriment et sécretent MIP-1p3 en réponse a
I'inflammation de I'épithélium intestinal

I11- Les neurones expriment et secrétent MIP-1 en réponse a

I’inflammation de I’épithélium intestinal

INTRODUCTION

Le systeme nerveux entérique (SNE) est un systéme nerveux intégratif organisé en
deux plexus majeurs : le plexus sous-muqueux et le plexus myentérique. Il est structuré en
ganglions, composés de neurones et de cellules gliales. Au cours de processus physiologiques,
I’existence d’interactions bidirectionnelles entre le SNE et la barriére épithéliale intestinale a

été suggérée par quelques études récentes. Ainsi, des neurones sous-muqueux sont capables
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de réguler les propriétés de I’épithélium digestif, telles que la prolifération, la perméabilité et
la sécrétion d’électrolytes (Neunlist et coll., 2003a ; Toumi et coll., 2003 ; Cooke et coll.,
1997). Réciproquement, les cellules entérochromaffines, des composantes majeures de la
barriere épithéliale intestinale, peuvent moduler les propriétés électrophysiologiques des
neurones entériques par la libération de sérotonine (Mawe et Sharkey, 2002). L’existence de
telles interactions au cours de processus physiopathologiques a été peu décrite. Seule une
étude récente a montré que des interactions entre les cellules épithéliales intestinales et les
neurones modulent la sécrétion et I’expression des ARNm de I’lL-8 par les neurones en
réponse a I’inflammation de I’épithélium (article 2). Néanmoins, I’implication d’interactions
neuro-épithéliales dans la modulation de la sécrétion d’autres chimiokines est inconnue.
L’inflammation intestinale, d’origine chronique ou infectieuse, est caractérisee par la
libération de médiateurs inflammatoires, parmi lesquels les chimiokines jouent un réle
majeur. Les chimiokines de la famille CXC, telles que I’IL-8, sont ainsi responsables du
recrutement des neutrophiles vers le site de I’inflammation tandis que celles du groupe CC,
telles que MIP-1p, attirent préférentiellement les lymphocytes (Baggiolini et coll., 1999 ;
Maurer et Von Stebut, 2004). Dans des formes particuliéres d’inflammation intestinale, des
infiltrats inflammatoires, composés de neutrophiles ou de lymphocytes principalement, ont été
observés au sein des ganglions entériques (Sanovic et coll., 1999 ; Linden et coll., 2005 ; De
Giorgio et coll., 2004). Les mécanismes physiopathologiques conduisant a la formation de ces
infiltrats sont inconnus. Cependant des études récentes suggerent que la secrétion de
chimiokines par les neurones pourraient intervenir dans ces processus. Ainsi, les neurones
entériques produisent de I’IL-8 au cours de processus inflammatoires (article 1). Par ailleurs,
les neurones sont de plus capables d’induire le chimiotactisme de cellules immunitaires via la
sécretion d’IL-8 (article 2). Néanmoins, I’implication d’autres chimiokines, telles que MIP-

18, dans les propriétes chimiotactiques des neurones est inconnue.
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C’est pourquoi, les objectifs de cette étude était de (1) caractériser les interactions
neuro-épithéliales modulant I’expression des ARNm et la sécrétion de MIP-1B par les
neurones, a I’aide d’un modele de coculture réductionniste déja utilisé, et (2) d’étudier le role
de MIP-1p dans le chimiotactisme de cellules immunitaires induit par des neurones en

conditions inflammatoires.

MATERIELS ET METHODES

La plupart des « matériels et méthodes » utilisées dans cette étude sont identiques a
ceux décrits dans I’article 2. Les quelques différences sont le kit de dosage ELISA de MIP-18
humain (Raybiotech, Tebu Bio, Le Perray en Yvelines, France), I’anticorps neutralisant anti-
MIP-1B (R&D System, Lille, France) et les amorces permettant d’amplifier MIP-13 (sens :
CCAAACCAAAAGAAGCAAGC; antisens : ACAGTGGACCATCCCCATAG ;

température d’hybridation : 65 °C ; température d’acquisition : 86 °C).
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RESULTATS
Des interactions neuro-épithéliales diminuent la sécrétion de MIP-14 en situation contréle

A I’issue de 24 heures de culture, la sécrétion de MIP-1p par les NT2-N et les Caco-2
était respectivement de 6,2+2,0 pg/mL et de 9,1+1,8 pg/mL. En coculture, la sécrétion de
MIP-1p était réduite de 13% par rapport a la somme des sécrétions de MIP-1(3 des Caco-2 et

des NT2-N cultivées seules (figure 29 A, condition contrdle, n=10, p<0,05).

Des interactions neuro-épithéliales augmentent la sécrétion de MIP-14 en situation
inflammatoire

Les Caco-2 ont été soumises a un stimulus inflammatoire (traitement de 24 heures
avec un mélange de TNFa et d’IFNy) afin de déterminer si les interactions neuro-épithéliales
modulant la sécrétion de MIP-1f sont modifiées en situation inflammatoire. Apres 24 heures
de coculture avec les Caco-2 inflammatoires, la secrétion de MIP-1p était augmentée de 15%
par rapport a la somme des sécrétions de MIP-1p des Caco-2 inflammatoires et des NT2-N
cultivées seules (figure 29 A, condition inflammatoire, n=10, p<0,05). Les variations de la
sécrétion de MIP-1p entre la coculture et la somme des sécrétions des Caco-2 et des neurones
cultivées seules étaient, de plus, supérieures avec les Caco-2 inflammatoires par rapport aux

Caco-2 contr6le (figure 29 B, n=10, p<0,05).

Des interactions neuro-épithéliales augmentent I’expression des ARNm de MIP-143dans les
neurones NT2-N et SH-SY5Y en coculture avec les Caco-2 inflammatoires

Lorsque les Caco-2 étaient placées en conditions inflammatoires, I’expression des
ARNmM de MIP-1p dans les NT2-N était augmentée de 14 fois par rapport au contréle (figure
30 A, n=10, p<0,05). Dans ces mémes conditions, I’expression de MIP-1f dans les cellules

SH-SYS5Y était augmentée de 3 fois par rapport au controle (figure 30 B, n=8, p<0,05).
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L’IL-1f est responsable de I’augmentation de I’expression des ARNm de MIP-14dans les
neurones en coculture

Les NT2-N étaient préincubées 3 heures avec de I’'lL-1ra (10 ng/mL) avant d’étre
placées en coculture avec les Caco-2 en présence d’IL-1ra. Dans ces conditions,
I’augmentation de la sécrétion de MIP-1f induite en coculture avec les Caco-2 inflammatoires
était réduite numériqguement mais non significativement (figure 31 A, n=7, p=0,282).
L augmentation de I’expression des ARNm de MIP-1p induite par la coculture avec les Caco-
2 inflammatoires était quant a elle réduite de maniére significative par I’lL-1ra (figure 31 B,
n=4, p<0,05). A I’issue de la coculture, les NT2-N étaient cultivées seules 8 heures
supplémentaires, afin de vérifier que la réduction de I’expression des ARNm de MIP-1§ par
I’IL-1ra s’accompagnait d’une baisse de la sécrétion neuronale de MIP-1p3. Cependant, dans
ces conditions, I’augmentation de la sécrétion de MIP-1p par les NT2-N induite en coculture
avec les Caco-2 inflammatoires n’était pas reduite significativement par I’lL-1ra (figure 31 C,
n=4, p=0,820). Néanmoins, I’IL-1 augmente de maniére significative I’expression des

ARNmM et la sécrétion de MIP-1p par les NT2-N (figure 32, n=4, p<0,05).

Les neurones NT2-N en situation inflammatoire induisent le chimiotactisme des PBMC par
une voie ne dépendant pas de MIP-15

Dans le but d’étudier les propriétés chimiotactiques des neurones, les NT2-N étaient
prétraitées ou non avec de I’'lL-1p (10 ng/mL) avant d’étre placées en coculture avec les
PBMC. Lorsque les NT2-N eétaient en conditions inflammatoires, le nombre de PBMC
migrant vers les NT2-N étaient de 347+65 cellules/mm? contre 167+38 cellulessmm? en
situation contrdle (n=10). De plus, 61,7+5,1% des cellules présentaient une morphologie

asymeétrique, caractéristique du chimiotactisme, lorsque les NT2-N étaient prétraités a I’IL-13,
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contre 29,7+4,1% en condition contr6le (n=10). En présence d’un anticorps neutralisant anti-
MIP-1p, le nombre de PBMC ayant migré vers les neurones et le pourcentage de cellules

asymétriques n’étaient pas réduit de maniere significative (figure 33, n=7).

DISCUSSION

Nos résultats montrent que des interactions neuro-épithéliales diminuent la sécrétion
de MIP-1 en dehors de condition inflammatoire et I’augmentent en réponse a I’inflammation
de I’épithélium. Ce dernier effet s’accompagne d’une augmentation de I’expression des
ARNmM de MIP-1§ dans les neurones. L’IL-1p reproduit I’augmentation de la sécrétion et de
I’expression de MIP-1B par les neurones. Par ailleurs, les propriétés chimiotactiques des
neurones en conditions inflammatoires sur les PBMC semblent indépendants de MIP-1.

Ces résultats ont été obtenus grace a I’utilisation d’un modele réductionniste, identique
a celui précédemment décrit (article 2). Il est composé d’une lignée de cellules épithéliales
intestinales (Caco-2) et d’une lignée neuronale (NT2-N ou SH-SY5Y). Ce modele ne présente
pas les qualités d’un modeéle intégré, mais permet d’étudier la réponse individuelle de I’une ou
I’autre des composantes cellulaires du modele ainsi que leur réponse globale. Ce modeéle
reproduit de plus les effets d’un modéle intégré composé de muqueuse et de sous-mugueuse
humaine, concernant la modulation de la sécrétion d’IL-8 (article 1; article 2). Les Caco-2
étaient stimulées par un mélange de TNFa et d’IFNy afin de déterminer si les interactions
neuro-épithéliales modulant la sécrétion de MIP-13 sont modifiées par des conditions
inflammatoires. Ce mélange de cytokines induit des altérations de la barriere épithéliale
intestinale et une réponse inflammatoire caractérisée par la sécrétion de chimiokines (Kim et
coll., 2002 ; Warhurst et coll., 1998 ; Wang et coll., 2005).

En dehors de condition inflammatoire, les interactions neuro-épithéliales conduisent a

une diminution de la sécrétion globale de MIP-1B3. Le TGFf pourrait étre responsable de cet
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effet. Ce médiateur inhibe en effet la sécrétion de MIP-1p dans les neurones NT2-N (Guo et
coll., 1998). Cette hypothése pourrait étre veérifiée par I’utilisation d’anticorps neutralisant
anti-TGFp dans ce modeéle de coculture cellulaire.

En revanche, en réponse a I’inflammation des Caco-2 par un mélange de TNFa et
d’IFNy, des interactions neuro-épithéliales augmentent la sécrétion globale de MIP-1p3. Ce
résultat est en accord avec des études antérieures montrant que des conditions inflammatoires,
infectieuses ou chroniques, augmentent I’expression de MIP-1p dans des composantes
cellulaires intestinales, telles que les cellules épithéliales (Lacroix-Lamandé et coll., 2002 ;
Olsson et coll., 2000 ; Banks et coll., 2003). Notre étude montre de plus que I’augmentation
de la sécrétion globale de MIP-13 s’accompagne d’une augmentation de I’expression des
ARNmM de MIP-1pB dans les neurones. Cette observation est cohérente avec nos precédents
travaux montrant que des interactions entre la barriere épithéliale intestinale et les neurones
entériques induisent I’expression de I’IL-8 dans les neurones en situation inflammatoire
(article 1 ; article 2). Les neurones entériques expriment de plus MIP-1a, une chimiokine de
la méme famille que MIP-1p, au cours de certains processus physiopathologiques, tel que la
pseudo-obstruction intestinale chronique (De Giorgio et coll., 2000c).

Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a identifier le médiateur impliqué dans
les interactions neuro-épithéliales modulant la sécrétion et I’expression des ARNm de MIP-1f3
par les neurones. Notre étude a identifié I’IL-1p comme un médiateur potentiel de I’induction
de I’expression des ARNm de MIP-13 dans les NT2-N en coculture avec les Caco-2
inflammatoires. L’IL-1p augmente de plus significativement la sécrétion et I’expression des
ARNm de MIP-1B dans les neurones NT2-N. Ce résultat est en accord avec une étude
précédente montrant cet effet de I’IL-1p sur I’expression de MIP-1B dans les neurones NT2-N

(Guo et coll., 2003). L’IL-1p joue également un role dans les interactions neuro-épithéliales
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modulant I’expression de I’IL-8 dans les neurones en situation inflammatoire (article 2).
Cependant, la sécrétion globale et neuronale de MIP-1p induite en coculture avec les Caco-2
inflammatoires n’a pas été réduite par I’IL-1ra de maniére significative. Cette observation
suggére I’implication d’autres médiateurs dans ces effets. Le TNFa peut étre un candidat
potentiel. Les Caco-2 le sécrétent en effet en réponse a un stimulus inflammatoire (résultats
non publiés, n=3) et ce médiateur est capable d’induire la sécrétion de MIP-1p par les NT2-N
(Guo et coll., 2003). Un complément de cette étude pourrait étre d’étudier les effets d’un
anticorps neutralisant anti-TNFa. dans ce modele.

Enfin, un des objectifs de cette étude était de rechercher un réle fonctionnel de la
sécrétion de MIP-1p dans le modele d’étude du chimiotactisme des PBMC induit par les
NT2-N. Notre étude précédente avait montré que les neurones prétraités a I’IL-1p induisent le
chimiotactisme des PBMC partiellement via la sécrétion d’IL-8 (article 2). Nos résultats ne
permettent pas ici d’incriminer MIP-13 dans le pouvoir chimiotactique des neurones, car
I’anticorps neutralisant anti-MIP-1 ne réduit pas le chimiotactisme des PBMC induit pas les
neurones. Pourtant, MIP-1B est une chimiokine clé responsable du recrutement des
lymphocytes (Schall et coll., 1993 ; Maurer et VVon Stebut, 2004). Une explication possible de
cette absence d’effet peut étre liee au fait que les neurones NT2-N, dans nos conditions,
sécrétent environ 70 pg/mL de MIP-1f et qu’une réponse chimiotactique significative des
lymphocytes n’a été observée qu’a partir de 100 pg/mL de MIP-13 (Schall et coll., 1993).
Toutefois, cette observation n’exclue pas la capacité des neurones a induire le chimiotactisme
de lymphocytes via la sécrétion de MIP-13 a des temps plus tardifs, lorsque la sécrétion de
MIP-1B par les neurones est la plus élevée (Guo et coll., 2003). De plus, la population
cellulaire des PBMC que I’on a utilisée est hétérogéne. Le tri de populations spécifiques de
lymphocytes pourraient nous permettre de démasquer des propriétés chimiotactiques

particuliéres. D’autres facteurs chimioattractants pourraient également étre impliqués dans le
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chimiotactisme des PBMC en coculture avec les NT2-N inflammatoires. Par exemple, MCP-
1, une chimiokine sécrétée par les NT2-N, est capable d’induire le chimiotactisme des PBMC
(Coughlan et coll., 2000 ; Taub et coll., 1995). Des neuromédiateurs, tels que la SP qui est
synthétisée par les NT2-N, peuvent également induire le chimiotactisme des PBMC (Li et
coll., 2003 ; Schratzberger et coll., 1997b).

En conclusion, cette étude montre que des interactions neuro-épithéliales modulent la
sécrétion par les neurones d’autres chimiokines que I’IL-8, en I’occurrence ici MIP-1p. L’IL-
1B pourrait étre un médiateur de ces interactions. La recherche de la conséquence
fonctionnelle de cette interaction mérite d’étre poursuivie afin de préciser le role de MIP-1p3

ou d’autres chimiokines.
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Figure 29. Des interactions entre les Caco-2 et les NT2-N modulent la sécrétion de MIP-
1B. A : Aprés 24 heures de coculture, la sécrétion de MIP-1p des caco-2 cultivées seules, des
NT2-N cultivées seules et de la coculture a été dosée par ELISA. La somme des sécrétions de
MIP-1B des Caco-2 et des NT2-N cultivées seules est comparée a la sécrétion de MIP-13
obtenue en coculture. En condition controle la sécrétion de MIP-1B en coculture était
significativement plus faible que la somme des sécrétions des Caco-2 et des NT2-N cultivées
seules (moyenne£ES, n=10, test t pairé, *p<0,05). En revanche, lorsque les caco-2 étaient
prétraitées avec un mélange de TNFa. ( 10 ng/mL) et d’IFNy (100 u/mL), la sécrétion obtenue
en coculture était significativement plus importante que la somme des sécrétions des Caco-2
et des NT2-N cultivées seules (n=10, test t pairé, *p<0,05). B : Le pourcentage de variations
de la sécrétion de MIP-1B est significativement plus élevé lorsque les caco-2 ont été
prétraitées avec un mélange de TNFa et d’IFNy par rapport au contréle (valeurs individuelles,
n=10, test t pairé, *p<0,05).
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Figure 30. L’expression des ARNm de MIP-1 est augmentée dans les NT2-N ou les SH-
SY5Y en coculture avec les Caco-2 inflammatoires. Aprés 24 heures de coculture,
I’expression des ARNm de MIP-1 est analysée par PCR en temps réel. A : L’expression des
ARNm de MIP-13 est plus importante dans les NT2-N cocultivées avec les Caco-2
inflammatoires qu’avec les Caco-2 contréle (moyennezES, n=10, test t pairé, *p<0,05). B :
L’ expression des ARNm de MIP-1 est plus importante dans les SH-SY5Y cocultivees avec
les Caco-2 inflammatoires qu’avec les Caco-2 contrdle (moyennexES, n=8, test t pairé,
*p<0,05).
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Figure 31. Role de I’IL-1B dans I’augmentation de la sécrétion et de I’expression des
ARNmM de MIP-1B en coculture en condition inflammatoire. A : La sécrétion de MIP-1p3
était plus élevée en coculture avec les Caco-2 inflammatoires qu’avec les caco-2 controle.
Cette augmentation etait réduite numériquement mais non significativement par I’IL-1ra
(valeurs individuelles, n=7, ANOVA 1 pairée, p=0,282). B : L’expression des ARNm de
MIP-1p induite dans les NT2-N en coculture avec les Caco-2 inflammatoires était réduite de
maniere significative par I’lL-1ra. Les résultats sont normalisés par rapport au niveau
d’ARNmM de MIP-1 obtenu en coculture en condition inflammatoire (moyenne+ES, n=4, test
t pairé, *p<0,05). C : A I’issue de la coculture avec les Caco-2 contrdle ou inflammatoires, les
NT2-N étaient cultivées seules 8 heures supplémentaires dans du milieu frais. A la fin de cette
période, la sécrétion de MIP-1( était analysée. La sécrétion de MIP-1 par les NT2-N induite
par les Caco-2 n’était pas réduite significativement par I’IL-1ra (n=4, moyenne£ES, ANOVA
1 pairée, p=0,820).
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Figure 32. Cinétique de I’augmentation de I’expression des ARNm et de la sécrétion de
MIP-18 par I’IL-1p dans les NT2-N. A: Les NT2-N sont traitées avec de I’IL-1p (10
ng/mL) a différents temps. L’expression des ARNm de MIP-1f est significativement
augmentée dés 3 heures par rapport au contréle (moyennexES, n=4, ANOVA 1 pairée,
*p<0,05). B : La sécrétion de MIP-1p est significativement augmentée 6 heures apres I’ajout

de I’'IL-1B (moyennexES, n=4, ANOVA 1 pairée, *p<0,05).
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Figure 33. Effet de MIP-1B dans le modéle de chimiotactisme des PBMC induit par les
NT2-N en condition inflammatoire. Les NT2-N étaient cocultivees avec les PBMC en
présence ou non d’un anticorps neutralisant anti-MIP-1B. Dans ces conditions, le nombre de
PBMC ayant migré vers les neurones et le pourcentage de PBMC asymétriques n’étaient pas
réduits (n=7, moyennexES, test t pairé, p=0,471 et p=0,415 respectivement). Les résultats
sont normalisés par rapport au niveau contrdle du nombre de PBMC ayant migré vers les
neurones (A, condition contrdle : 167+37,8 cells.mm?, controle anti-MIP-1B : 197439
cells.mm™) et par rapport au pourcentage de PBMC asymétriques (B, condition contrdle :

29,7£4,1%, controle anti-MIP-1 : 31,6+5,5% and control mlgG: 39.6+3.6%) obtenu avec ou

sans I’anticorps anti-MIP-1p.
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Régulation de I’expression par I’IL-1p d’autres chimiokines dans les neurones NT2-N

L’étude du chimiotactisme des PBMC induit par les neurones prétraités a I’'lL-1p, a
montré I’implication partielle de I’IL-8 dans le pouvoir chimiotactique des neurones. Ces
résultats suggerent donc I’implication potentielle d’autres chimiokines, autres que MIP-1p au
regard des résultats précédents. Aussi avons nous recherché I’expression d’autres chimiokines
dans les neurones traités a I’IL-1pB. Les cellules NT2-N ont été traitées avec de I’IL-13 (10
ng/mL) a différents temps. L’expression des chimiokines MCP-1, GRO, MIP-1a et RANTES
a ensuite été analysé par PCR en temps réel. Comme présenté sur la figure 34, I’IL-1f induit

de maniére significative et en fonction du temps I’expression des ARNm de ces chimiokines.
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Figure 34. L’IL-1B régule I’expression des ARNm de MCP-1, GRO, MIP-la et

RANTES dans les cellules NT2-N. (n=4, moyenne+ES, ANOVA 1 pairée, *p<0,05 par
rapport au controle).
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DISCUSSION GENERALE

1- Les deux modeles d’étude des interactions muqueuse/sous-mugqueuse colique humaine

et des interactions cellules épithéliales intestinales/neurones

Le premier objectif de ce travail de these était de mettre en évidence d’éventuelles
interactions entre le SNE et la barriéere épithéliale intestinale dans la régulation d’une
chimiokine clé de la réponse inflammatoire intestinale, i.e. I’IL-8. Pour ce faire, nous avons
développé deux modeles de coculture, dans lesquels les deux composantes du modele
n’établissent pas de contacts directs. Le premier est un modéle organotypique, constitué de
muqueuse et de sous-muqueuse coliques humaines, séparées par microdissection a partir de
piéces de résection chirurgicale colique. Le second est un modele cellulaire, composé d’une
lignée de cellules épithéliales intestinales humaines (Caco-2), cultivées sur filtres Transwell,
et de deux lignées neuronales humaines (NT2-N ou SH-SY5Y). Ces modeles de coculture
permettent d’analyser la réponse globale des deux composantes, ainsi que leurs réponses
individuelles. Ainsi, il est possible de comparer la sécrétion globale de la coculture avec la
somme des sécrétions des deux composantes cultivees seules et de déterminer I’existence ou
non d’interactions entre les deux composantes. De plus, il est possible dans ces modéles de
stimuler ou d’inhiber spécifiquement I’une ou I’autre des composantes avant la coculture, sans
craindre I’effet direct de ce traitement sur I’autre composante. Cependant, ces modeles ne sont
probablement pas adaptés a I’étude d’interactions entre différents types cellulaires pour
lesquelles des contacts directs entre les cellules sont nécessaires.

Le modeéle organotypique autorise des études prolongées de plusieurs heures, pendant
lesquelles les tissus demeurent dans de bonnes conditions de viabilité (Neunlist et coll.,

2003a; Rouet-Benzineb et coll.,, 2004). Ce modele permet également de conserver
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I’organisation naturelle du tissu dans chacune des deux couches utilisées. Cependant, la
séparation par microdissection de la muqueuse et de la sous-muqueuse entraine la rupture des
contacts entre ces deux couches de tissus (connections nerveuses, lame basale, contacts
cellule/cellule). Cette rupture ne semble pourtant pas avoir de conséquences sur I’étude de
I’expression d’IL-8 dans les neurones ; en effet, les résultats obtenus aprés séparation de la
mugqueuse et de la sous-muqueuse ont été reproduits sur des fragments non disséqués de
muqueuse et de sous-muqueuse. Par ailleurs, la muqueuse et la sous-muqueuse maintenues en
culture d’organe pendant quelques heures sécrétent un niveau basal d’IL-8 important, bien
que ces tissus ne produisent que peu d’IL-8 en situation physiologique. Ainsi, une étude
préliminaire a montré que ces tissus n’expriment pas d’ARNm de I’IL-8 avant la mise en
culture, alors que leur expression est induite dés 45 minutes de culture d’organe (résultats non
publiés). Cette induction de I’expression de I’IL-8 en culture d’organe pourrait étre due a une
inflammation non spécifique de ces deux couches, du fait de I’ischémie/reperfusion post-
opératoire.

Ce modele étant basé sur I’utilisation de tissus entiers, il ne permet pourtant pas de
déterminer I’implication de types cellulaires particulier dans les effets observés. C’est
pourquoi nous avons développé le second modele de coculture qui est un modéle
réductionniste d’étude des interactions entre deux types cellulaires : les cellules épithéliales
intestinales et les neurones. Nous avons choisi d’étudier les interactions entre ces deux types
cellulaires pour trois raisons : (1) des données anatomiques montrent qu’il existe une forte
proximité entre les neurones et les cellules épithéliales intestinales, (2) lors d’un stress
infectieux intestinal, les cellules épithéliales intestinales sont les premiéres en contact avec le
pathogéne et (3) bien que de nombreuses études montrent que les neurones modulent des
propriétés des cellules épithéliales (Goyal et Hirano, 1996 ; Neunlist et coll., 2003a), les effets

de ces derniéres sur des propriétés neuronales n’ont été que peu décrits. Cependant, ce modele
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réductionniste n’a pas les avantages d’un modele intégré. Il ne reproduit pas, en effet,
I’environnement physiologique des cellules. De plus, il faut garder présent a I’esprit que ce
modele utilise des lignées cellulaires tumorales, qui ne reproduisent pas la diversité cellulaire
de la barriere épithéliale intestinale et des neurones entériques. Ce modele pourrait donc étre
amélioré par I’utilisation de cultures primaires de cellules épithéliales intestinales et de
neurones entériques humains.

Afin d’étudier I’effet de I’inflammation sur les interactions entre la barriére épithéliale
intestinale et le SNE, la muqueuse a été traitée avec la toxine B du C. difficile. Ce modéle
inflammatoire a été choisi pour deux raisons principales : (1) le C. difficile affecte plusieurs
millions de personnes a travers le monde chaque année, et il est a ce titre un pathogéne
important en terme de santé publique (Riley, 2004) et (2) ses toxines induisent une réponse
inflammatoire de I’intestin associée a une augmentation de la sécrétion de
cytokines/chimiokines (Pothoulakis et coll., 2001). Dans le modéle cellulaire, les cellules
épithéliales intestinales ont été traitées avec un mélange de TNFa et d’IFNy (cytomix). Ce
stimulus inflammatoire a été fréquemment utilisé comme modeéle inflammatoire sur les
cellules épithéliales intestinales (Wang et coll., 2005 ; Kim et coll., 2002). De plus, il s’agit de
cytokines majeures sécrétées par les cellules immunitaires au cours de processus infectieux,
comme ceux induits par le C. difficile (Castagliuolo et coll., 1997; Ishida et coll., 2004).

Par ailleurs, ces modeles de coculture seraient egalement adaptés a I’étude d’autres
agents pathogenes intestinaux, comme Shigella flexneri ou Escherichia coli. L’effet de
probiotiques sur la modulation de I’inflammation intestinale pourrait également étre etudié

dans de tels modeles.
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2- Des interactions entre la muqueuse et la sous-muqueuse humaine colique, et en
particulier entre les cellules épithéliales et les neurones, régulent la sécrétion et

I’expression de I’l1L-8 dans les neurones

Cette étude a confirmé expérimentalement I’hypothese selon laquelle les différentes
composantes de I’intestin sont en perpétuelle interaction les unes avec les autres, ce qui
détermine la réponse globale du tissu. De plus, des altérations de I’une de ces composantes,
du fait de I’inflammation, modifient ces interactions, ce qui a des répercussions sur la réponse
globale du tissu.

Nous avons tout d’abord montré que des interactions entre la muqueuse et la sous-
muqueuse humaine colique diminuent la sécrétion globale d’IL-8 en dehors de toute condition
inflammatoire. Des effets similaires ont été observés avec la chimiokine MIP-1f dans le
modele cellulaire. Un médiateur potentiel impliqué dans cette baisse de la sécrétion d’IL-8 et
de MIP-1pB pourrait étre le TGFB. Ce facteur est secrété par des éléments de la muqueuse
(Wang et coll., 1995) et est capable de diminuer la sécrétion d’IL-8 et de MIP-1 (Lugering et
coll., 1998 ; Claud et coll., 2003 ; Guo et coll., 1998).

Dans un deuxieme temps, nous avons montré que des interactions entre la muqueuse et
la sous-muqgueuse conduisent a une augmentation de la sécrétion globale d’IL-8, en réponse a
I’inflammation spécifique de la muqueuse par la toxine B du C. difficile. Cette augmentation
de la seécrétion d’IL-8 est en accord avec une étude réalisée dans un modele de xénogreffe
d’intestin feetal humain, montrant que la toxine B du C. difficile augmente la sécrétion globale
d’IL-8 du tissu (Savidge et coll., 2003). Différents types cellulaires de I’intestin interviennent
dans la secrétion d’IL-8 au cours de I’infection par la toxine B du C. difficile. 1l s’agit en
particulier des cellules épithéliales intestinales et des monocytes (Savidge et coll., 2003 ;

Linevsky et coll., 1997). Dans cette étude, nous avons identifié les neurones sous-muqueux
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humains comme étant une source supplémentaire d’IL-8 au cours de I’infection par la toxine
B du C. difficile.

L’utilisation du modele de coculture cellulaire a confirmé I’implication des cellules
épithéliales intestinales et des neurones dans la modulation de la sécrétion d’IL-8 au cours de
processus inflammatoires. En effet, des interactions entre les cellules épithéliales intestinales
et les neurones augmentent la sécrétion globale d’IL-8, en réponse au prétraitement des Caco-
2 avec du TNFa et de I’IFNy. De plus, ces interactions conduisent a I’induction de
I’expression des ARNm de I’lL-8 dans les neurones, suggérant que lI’augmentation de
I’immunoréactivité de I’IL-8 dans les neurones sous-muqueux humains est due a une
induction de I’expression des ARNm et de la protéine IL-8 dans les neurones. Cette hypothése
mériterait d’étre validée par une étude d’hybridation in situ sur de la sous-muqueuse humaine.
Par ailleurs, des interactions neuro-épithéliales modulent également I’expression d’autres
chimiokines dans les neurones. Ainsi, la sécrétion globale de MIP-1f et I’expression des
ARNmM de cette chimiokine dans les neurones sont augmentées, en réponse a I’inflammation
des Caco-2 avec du TNFa et de I’IFNy. Le profil neuronal de chimiokines mériterait d’étre
déterminé au cours de différents mécanismes physiopathologiques intestinaux, afin de
préciser le réle du SNE au cours de la réponse inflammatoire intestinale.

Parallelement a I’utilisation du stimulus inflammatoire « TNFo et IFNy» dans le
modele cellulaire, nous avons entrepris de traiter les Caco-2 directement avec de la toxine B
du C. difficile avant la mise en coculture avec les neurones. Nos résultats montrent que
I’inflammation des Caco-2 avec différentes doses de toxine B du C. difficile ne module pas la
sécrétion globale d’IL-8 en coculture. Cette observation suggére que la sécrétion d’IL-8
induite par la toxine B du C. difficile dans la muqueuse et la sous-muqueuse pourrait faire
intervenir d’autres composantes cellulaires en plus des cellules épithéliales intestinales et des

neurones. Ces composantes cellulaires pourraient étre les cellules immunitaires (monocytes,
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macrophages, ...). Les toxines du C. difficile induisent en effet la sécrétion de TNFa., d’IFNy
et d’IL-1p par les cellules immunitaires (Linevsky et coll., 1997 ; Ishida et coll., 2004 ; Flegel
et coll., 1991), cytokines impliquées dans la modulation de la sécrétion d’IL-8 dans notre

modele de coculture cellulaire.

3- L’IL-1B, un régulateur de I’expression et de la secrétion de I’IL-8

L’étude des deux modeéles de coculture, organotypique et cellulaire, suggere que I’IL-
1B joue un rdle majeur dans le controle de I’inflammation. Dans le modéle organotypique, le
blocage de I’IL-1p, soit par I’lL-1ra ou soit par un anticorps neutralisant anti-1L-1(, abolit la
sécréetion globale d’IL-8 induite par la toxine B du C. difficile en coculture organotypique.
L’IL-1ra réduit également I’augmentation de I’expression de I’IL-8 dans les neurones sous-
mugqueux induite par la toxine B du C. difficile. Ces résultats suggerent que I’IL-1p est un
médiateur clé des interactions entre la muqueuse et le SNE lors d’un stress infectieux.
L’identification dans cette étude du réle majeur joué par I’IL-1p au cours de I’infection par la
toxine B du C. difficile est en accord avec des études antérieures. Ainsi, une étude récente
menée au laboratoire a démontré que les effets de la toxine B du C. difficile sur I’activation
des neurones sous-muqueux humains sont médiés par I’IL-18, dont I’expression des ARNm
dans la muqueuse est induite dés 30 minutes aprés I’ajout de la toxine B (Neunlist et coll.,
2003Db). Le rdle crucial joué par I’IL-1B lors de processus infectieux a également été montré
chez le lapin in vivo, modele dans lequel I’IL-1ra bloque les manifestations inflammatoires
induites par Shigella flexneri (Sansonetti et coll., 1995).

Dans le modele de coculture cellulaire, I’IL-1ra réduit également I’augmentation de
I’expression des ARNm et de la sécrétion d’IL-8 par les neurones, suggérant que I’IL-1f3 est

également impliquée dans les interactions neuro-épithéliales au cours de I’inflammation. De
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plus, des résultats préliminaires suggérent que I’IL-18 module également I’expression
d’autres chimiokines dans les neurones. En particulier, I’'IL-1ra réduit I’induction de
I’expression des ARNm de MIP-1p dans les neurones en coculture avec les Caco-2
inflammatoires. Cependant, I’IL-1ra ne réduit pas significativement la sécrétion globale d’IL-
8 et de MIP-1p induite en coculture en condition inflammatoire. Cette observation suggére
I’intervention d’autres médiateurs dans la modulation de la sécrétion de chimiokines dans le
modele de coculture cellulaire en situation inflammatoire. Un médiateur probable pourrait étre
le TNFa, qui est sécrété par les Caco-2 en réponse a un stress inflammatoire (résultats non
publiés). Le TNFa est de plus capable d’induire I’expression d’IL-8 ou de MIP-1f dans les

Caco-2 ou les neurones NT2-N (Jijon et coll., 2002 ; Guo et coll., 2003).

4- Les neurones produisent des chimiokines au cours de I’inflammation

Cette étude est la premiére mise en évidence de I’expression de I’'IL-8 et de sa
régulation dans les neurones sous-muqueux humains, au cours d’un stress infectieux
inflammatoire. De plus, des résultats préliminaires suggerent que les neurones produisent
également des chimiokines au cours des MICI. Ainsi, hous avons montré sur un patient que
les neurones myentériques humains expriment de I’IL-8 au cours de la rectocolite
hémorragique. Cette observation mériterait d’étre reproduite chez plusieurs autres patients.
Chez des patients atteints de pseudo-obstruction colique chronique, une augmentation de
I’immunoréactivité de MIP-1a a de plus été observée dans les neurones myentériques (De
Giorgio et coll., 2000c). Par ailleurs, nous avons montré que les cellules gliales entériques
humaines expriment également de I’IL-8 en réponse a I’lIL-1p. Ce résultat vient compléter une
étude antérieure montrant que I’IL-1B stimule la sécrétion d’IL-6 par les cellules gliales

entériques de rat (Ruhl et coll., 2001).
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L’étude des voies de signalisation impliquées dans la régulation de I’expression des
ARNmM et de la sécrétion d’IL-8 dans les neurones NT2-N a permis d’identifier les voies MAP
kinases p38 et ERK1/2. Des résultats préliminaires suggeérent de plus I’implication d’une voie
dépendante de NF-kB. L’identification de ces voies a été réalisée dans une lignée cellulaire
neuronale, car aucune méthode n’est pour I’heure disponible pour isoler et maintenir en
culture des neurones entériques humains. De plus, la recherche de voies de signalisation est
plus aisée dans des modeles cellulaires que dans des tissus entiers. Notre choix s’est porté sur
les neurones NT2-N, d’origine humaine, qui expriment une grande variété de marqueurs
neuronaux. Ces cellules expriment en particulier des protéines du cytosquelette
caractéristiques des neurones, comme des neurofilaments (NF-L, NF-M, NF-66) ou des
protéines associées aux microtubules (MAP1A, MAP1B, MAP2 et tau) (Pleasure et coll.,
1992). Elles expriment également des neuromediateurs, comme la substance P ou le VIP,
présents dans le SNE (Li et coll., 2003a ; résultats non publiés). L’implication des voies de
signalisation p38 et ERK1/2 dans la sécrétion neuronale d’IL-8 pourrait étre validée dans les
neurones sous-muqueux humains par des techniques d’hybridation in situ ou
d’immunohistochimie. Néanmoins, ces résultats sont en accord avec d’autres travaux
montrant que I’IL-1p active la voie MAP kinase p38 dans les neurones de I’hippocampe
(Srinivasan et coll., 2004) et corticaux (Li et coll., 2003b). Par ailleurs, notre étude n’a pas
permis de déterminer si la régulation de I’expression de I’lIL-8 est transcriptionelle ou post-
transcriptionelle. Cependant, différentes études ont montré que I’activation de p38 conduit a
la stabilisation des ARNm de I’IL-8, grace a des éléments de I’ARNm riches en AU
(Holtmann et coll., 1999 ; Winzen et coll., 1999). Les voies MAP kinases p38 et ERK1/2, et
NF-kB ont également été impliquées dans la regulation de I’expression de I’IL-8 par des
médiateurs inflammatoires tels que I'IL-1B ou le TNFa dans les cellules épithéliales

intestinales (Jijon et coll., 2002 ; Parhar et coll., 2003 ; Garat et coll., 2003). Ce n’est donc pas
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étonnant d’observer que les inhibiteurs des voies p38 et ERK1/2 réduisent la sécrétion globale
d’IL-8 induite par des conditions inflammatoires dans le modéle de coculture cellules
épithéliales intestinales/neurones.

Par ailleurs, des résultats préliminaires suggerent que I’IL-1p régule également
I’expression d’autres chimiokines dans les neurones. Ainsi, nous avons montré que I’l1L-1
induit I’expression des ARNm de MIP-1a, MIP-13, MCP-1, RANTES et GRO dans les
neurones NT2-N. Ces résultats mériteraient d’étre validés dans les neurones entériques

humains.

5- Les neurones, en conditions inflammatoires, sont capables d’induire le chimiotactisme

de cellules immunitaires par la sécrétion d’IL-8

Un des objectifs de ce travail de these était de déterminer un réle fonctionnel potentiel
de la sécrétion de chimiokines par les neurones entériques. Il s’agissait en particulier de
déterminer la capacité des neurones a induire le chimiotactisme de cellules immunitaires. Pour
ce faire nous avons développé un modele de coculture, composé de PBMC et de neurones
NT2-N. Les PBMC étaient cultivés sur des filtres Transwell, dont le diamétre des pores
permet leur passage. Les neurones NT2-N étaient placés sous ce filtre. Ce modele est inspiré
du modeéle de la chambre de Boyden, qui a fréquemment été repris pour étudier le role
chimiotactique de différentes molécules ou de cellules. Cependant, ces études utilisaient en
général du surnageant de culture et non les cellules elles-mémes, négligeant ainsi I’effet
d’interactions entre le type cellulaire etudié et les cellules immunitaires. Dans notre étude,
nous avons évalué le chimiotactisme des PBMC a I’aide de deux parameétres : un couramment
utilise, a savoir le nombre de cellules ayant migre vers les neurones, et un autre plus original,

qui est le pourcentage de cellules morphologiquement asymétriques. Ce dernier permet
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d’identifier les modifications du cytosquelette des cellules immunitaires, qui est un processus
majeur du chimiotactisme des cellules (Wilkinson, 1998).

L’utilisation de ce modele a montré qu’en I’absence de stimulus inflammatoire les
neurones n’induisent pas le chimiotactisme des PBMC. Cette observation est en accord avec
une étude récente montrant que, en situation controle, les neurones NT2-N ne produisent pas
de chimiokines et qu’ils ne possedent pas de propriétés chimiotactiques (Lu et coll., 2005). En
revanche, aprés activation des neurones NT2-N par I’IL-1B, les neurones induisent le
chimiotactisme des PBMC. Ce résultat est, a notre connaissance, la premiére mise en
évidence in vitro du pouvoir chimiotactique des neurones sur les cellules immunitaires en
conditions inflammatoires. Cette propriété des neurones démontrée in vitro est en accord avec
des études menées in vivo. La faculté des neurones a induire la migration de cellules
immunitaires avait en effet déja eté suggerée dans le systeme nerveux central in vivo. Ainsi,
I’infection par le virus de la rougeole induit I’expression de IP-10 et de RANTES par les
neurones et la formation d’infiltrats inflammatoires composés de lymphocytes T dans le
cerveau. La formation de cet infiltrat peut étre empéchée par des anticorps neutralisants
diriges contre ces chimiokines (Patterson et coll., 2003). Dans I’intestin, la capacité du SNE a
induire le chimiotactisme des cellules immunitaires avait également été suggérée par
I’observation de la présence d’infiltrats inflammatoires au sein de ganglions des plexus
myentérique et sous-muqueux (De Giorgio et coll., 2004b). Ces infiltrats sont principalement
composés de lymphocytes CD4 ou CD8 positifs, d’éosinophiles et de neutrophiles chez
I’homme ou dans des modeles animaux inflammatoires ou infectieux (De Giorgio et coll.,
2004b ; Sanovic et coll., 1999 ; Bogers et coll., 2000). En particulier, Linden et coll. (2005)
ont montré que les infiltrats inflammatoires formés dans les ganglions apres un traitement des

animaux au TNBS sont d’abord composés de neutrophiles puis de lymphocytes. Ces résultats
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suggerent I’intervention séquentielle de différents facteurs chimioattractants au sein des
ganglions entériques.

Dans notre étude, nous avons identifié I’IL-8 comme étant un mediateur du
chimiotactisme des PBMC induit par les neurones en conditions inflammatoires. Ce résultat
est en accord avec une étude récente montrant que I’infiltration de neutrophiles induite dans le
cerveau par I’ischémie cérébrale est bloquée par un inhibiteur des récepteurs de I’1L-8 in vivo
(Garau et coll., 2005). Cet inhibiteur réduit de plus la mort neuronale induite par I’infiltration
de neutrophiles. Dans le SNE, le role majeur joué par I’IL-8 dans la génération d’infiltrats
inflammatoires au sein des ganglions a également été récemment suggéré. Ainsi, dans le
modele inflammatoire TNBS, les neutrophiles envahissent les ganglions entériques des les
phases précoces de I’inflammation (Linden et coll., 2005). L’IL-8 serait donc exprimée au
cours de la phase aigué de I’inflammation. De plus, I’apoptose des neurones induite par le
TNBS est réduite apres I’administration d’un sérum anti-neutrophiles, suggérant le réle de
I’IL-8 au cours des phénomenes de neurodégénérescence entérique (Boyer et coll., 2005).
Cependant, I’anticorps neutralisant anti-IL-8 n’a pas permis de bloquer toute la réponse
chimiotactique des PBMC induite par les neurones inflammatoires, suggérant I’implication
d’autres facteurs dans notre modele. En effet, les neurones NT2-N expriment et sécrétent
différentes chimiokines telles que MCP-1, MIP-1a et MIP-1 (Coughlan et coll., 2000 ; Guo
et coll., 2003), qui sont capables d’induire le chimiotactisme des PBMC (Taub et coll., 1995 ;
Schall et coll., 1993). Cependant, notre étude n’a pas permis de confirmer que les neurones
NT2-N en conditions inflammatoires induisent le chimiotactisme des PBMC par la secrétion
de MIP-1B. Cependant, cette observation n’exclue pas la capacité des neurones a induire le
chimiotactisme de lymphocytes via MIP-1p a des temps plus tardifs, pour lesquelles la
sécrétion de MIP-1pB par les neurones est plus importante (Guo et coll., 2003). Ce résultat

conforterait de plus I’hypothése selon laquelle des chimiokines interviennent séquentiellement
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pour attirer différentes populations de cellules immunitaires. Par ailleurs, d’autres
chimiokines, telles que RANTES et GRO, dont nous avons montré que I’IL-1p induit leur
expression dans les NT2-N, peuvent également étre impliquées dans le chimiotactisme des
PBMC induit par les NT2-N en conditions inflammatoires. RANTES, en particulier, est
capable d’induire le chimiotactisme des PBMC (Taub et coll., 1995). D’autres facteurs
chimiotactiques potentiels peuvent étre des neuromédiateurs, tels que la SP et le VIP, dont
I’expression a été détectée dans les neurones NT2-N (Li et coll., 2003 ; résultats non publiés),
et qui sont capables d’induire in vitro le chimiotactisme des PBMC (Schratzberger et al.,
1997b ; Johnston et coll., 1994).

Au dela du réle chimiotactique que jouent les chimiokines, elles peuvent également
intervenir dans des processus de réparation, comme le suggerent des travaux récents (Wilson
et coll., 1999 ; Brew et coll., 2000). Ainsi, I’'IL-8 sécrétée par les neurones sous-muqueux
pourrait participer aux phénomenes de réparation de la barriere épithéliale intestinale, comme
le suggérent les travaux de Wilson et coll. (1999) concernant les effets de I’IL-8 sur la
migration de la lignée colique humaine LIM1215. L’IL-8 sécrétée par les neurones entériques
pourrait de plus cibler les neurones eux-mémes par un mécanisme autocrine ou paracrine, par
analogie avec les mécanismes decrits dans le systéeme nerveux central. Des études ont en effet
montré que des neurones centraux expriment les récepteurs CXCR1 et CXCR2, impliqués
dans les processus de neuroprotection induits par les chimiokines (Cartier et coll., 2005).
Ainsi, des chimiokines du groupe CXC (IL-8, GROa et GROP) se fixent sur ces récepteurs et
sont capables de moduler des propriétés neuronales. La stimulation de neurones du cervelet
par les chimiokines IL-8, GROa ou GROB module en effet les transmissions synaptiques et la
plasticité synaptique par I’activation de ERK1/2, conduisant a des modifications de la
libération de neurotransmetteurs (Giovannelli et coll., 1998 ; Ragozzino et coll., 1998). De

plus, GROf diminue I’apoptose des neurones du cervelet de rat induite par une chute de la
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concentration de potassium de 25 mM a 5 mM (Limatola et coll., 2000). Enfin, des
chimiokines CXC joueraient également le role de facteurs neurotrophiques. Ainsi, une étude a
montré que Mig (Monokine induite par I’IFNy), une autre chimiokine du groupe CXC,
augmente I’extension des neurites des cellules neuronales PC12 par I’activation de ERK1/2 et
la survie de ces neurones via la Pl; Kinase, et aurait ainsi les mémes effets que le NGF

(Uwabe et coll., 2005).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Ce travail de these a démontré la capacité des neurones entériques a produire de I’1L-8,
une chimiokine clé de I’inflammation intestinale. Lors de processus inflammatoires,
I’expression de I’IL-8 est de plus modulée par des interactions entre le SNE et la barriére
épithéliale intestinale. Cette étude a également identifié I’IL-13 comme un médiateur clé de
ces interactions ; celle-ci régule I’expression neuronale d’1L-8 par les voies MAP kinases p38
et ERK1/2. Enfin, les neurones sont capables d’induire le chimiotactisme de cellules
immunitaires, via la production d’IL-8. Les différents résultats de ce travail nous ont permis
de dresser un modeéle hypothétique des interactions cellulaires conduisant a la production de
chimiokines par les neurones, et au recrutement de cellules immunitaires au voisinage des
neurones (Figure 35).

La capacité des neurones entériques a produire des chimiokines pourrait jouer un réle
important dans le déroulement de la réponse inflammatoire intestinale, au méme titre que les
autres composantes du tube digestif impliquées dans la production de chimiokines (cellules
immunitaires, épithéliales, musculaires, ...). Les neurones entériques innervent en effet
différentes composantes du tube digestif, telles que les cellules épithéliales intestinales et les
vaisseaux sanguins. Ainsi, la sécrétion de chimiokines par les neurones au voisinage des
vaisseaux sanguins pourrait participer au recrutement précis des cellules immunitaires au
cours de processus inflammatoires. Par ailleurs, les neurones entériques sont en contact
permanent avec les cellules gliales entériques (CGEs), qui assurent I’homéostasie des
neurones. Les CGEs pourraient alors jouer un réle important dans le contréle de la production
de chimiokines par les neurones. De plus, les CGEs sont elles-mémes capables de produire
des chimiokines. Le réle des CGEs dans la sécrétion de chimiokines au cours de la réponse

inflammatoire intestinale reste donc a déterminer.
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Figure 35. Modéle hypothétique des interactions cellulaires conduisant a la production

d’IL-8 par les neurones, et au recrutement de cellules immunitaires au voisinage des

neurones. (1) agression de la barriere épithéliale intestinale par un agent pathogene et

stimulation du systéme immunitaire, (2) sécrétion de médiateurs inflammatoires par les

cellules épithéliales intestinales et les cellules immunitaires, (3) activation des voies p38 et

ERK1/2 dans les neurones, (4) production neuronale d’IL-8, (5) recrutement de cellules

immunitaires a partir du sang et (6) formation d’un infiltrat inflammatoire au sein des

ganglions.
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La capacité des neurones entériques a recruter des cellules immunitaires peut étre
responsable de la génération d’infiltrats inflammatoires au sein des ganglions entériques,
pouvant conduire a des phénomeénes de neurodégénérescence. Dans ce cadre, la production
neuronale de chimiokines constituerait une cible thérapeutique intéressante. En effet,
I’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques des chimiokines pourrait limiter la mort
neuronale induite au cours de processus inflammatoires, en bloquant I’infiltration de cellules
immunitaires. Cependant, I’utilisation de tels inhibiteurs pourrait également bloquer les effets
neuroprotecteurs et neurotrophiques des chimiokines.

Enfin, ce travail ouvre également des perspectives d’étude des pathologies
inflammatoires du systeme nerveux central (Alzheimer, Parkinson, ...), dans lesquelles les
chimiokines sont impliquées. En effet, chez I’lhomme, le tube digestif est un organe plus
accessible que le cerveau pour réaliser des expériences. De ce fait, I’utilisation de modeéles de
neurones entériques humains pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques inflammatoires centraux chez I’lhnomme. De plus, ces modéles entériques
humains pourraient permettre de tester des traitements éventuels contre des pathologies

inflammatoires du systéme nerveux central.
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INTERACTIONS ENTRE LE SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE ET LA BARRIERE
EPITHELIALE INTESTINALE : MODULATION DE LA PRODUCTION NEURONALE DE
CHIMIOKINES AU COURS DE LA REPONSE INFLAMMATOIRE INTESTINALE.

Résumeé : Le systeme nerveux entérique (SNE) régule les fonctions du tube digestif en physiologie et
en physiopathologie. Néanmoins, son réle dans le controle de la réponse inflammatoire est inconnu.
Ce travail de thése visait & montrer, lors de I’inflammation, I’existence d’interactions entre la barriére
épithéliale intestinale (BEI) et le SNE humain, régulant I’expression neuronale de chimiokines, et de
caractériser les propriétés chimiotactiques des neurones. Cette étude a montré que des interactions
BEI/SNE régulent I’expression neuronale d’IL-8 lors de I’inflammation, via I’lL-1p et I’activation de
voies MAP kinases. De plus, les neurones induisent le chimiotactisme de cellules immunitaires, en
partie via la sécrétion d’IL-8. Ces travaux suggerent la participation du SNE dans la régulation de
I’inflammation intestinale. Les propriétés chimiotactiques des neurones pourraient induire la formation
d’infiltrats inflammatoires dans le SNE, initiant et/ou perpétuant des troubles fonctionnels intestinaux.
Mots-clés : systeme nerveux entérique, barriére épithéliale intestinale, inflammation intestinale,

Clostridium difficile, IL-8, IL-1p, MAP kinases, chimiotactisme.

INTERACTIONS BETWEEN THE ENTERIC NERVOUS SYSTEM AND THE INTESTINAL
EPITHELIAL BARRIER: MODULATION OF NEURONAL CHEMOKINES PRODUCTION
DURING INTESTINAL INFLAMMATION.

Abstract: The enteric nervous system (ENS) regulates digestive functions both in physiological and
physiopathological conditions. However, its role in the control of the inflammatory response remains
unknown. The aims of the study were to provide evidences for the existence of interactions between
the intestinal epithelial barrier (IEB) and the ENS, regulating neuronal chemokines expression during
mucosal inflammatory challenge, and to characterise the neuronal chemotactic properties. This study
showed that IEB/ENS interactions increase neuronal 1L-8 expression, via an IL-13-dependent pathway
and activation of MAP kinases pathways. In addition, neurones induce the chemotaxis of immune cells
in part via IL-8 secretion. Thus, our data suggest that the ENS could play a major role in the regulation
of intestinal inflammation. Furthermore neuronal chemotactic properties could be involved in the
development of an inflammatory infiltrate within the ENS, initiating and/or perpetuating intestinal

functional disorders.
Key words: enteric nervous system, intestinal epithelial barrier, intestinal inflammation, Clostridium

difficile, IL-8, IL-1B, MAP kinases, chemotaxis.
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