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- INTRODUCTION GENERALE -



Le systéme nerveux digestif entérique (SNE) est couramment appelé ‘le deuxieme
cerveau’ compte tenu des analogies structurelles et fonctionnelles qu’il présente avec le
systeme nerveux central. De nombreux travaux réalisés au cours de ces trente dernieres
années ont permis de mettre en évidence le réle fondamental joué par le SNE dans le contréle
des fonctions digestives. Ces travaux réalisés a la fois chez I’animal mais aussi, en nombre
moins important chez I’homme ont caractéris¢é les circuits entériques controlant le
péristaltisme ou encore ceux impliqués dans le contrdle des fonctions de la barriere épithéliale
intestinale (BEI) telles que la prolifération et la perméabilité. Malgré ces progrés indeniables
en Neurogastroentérologie, les dysfonctions et les altérations du SNE au cours des processus
physiopathologiques restent encore largement inexplorées a ce jour. Cette situation résulte a la
fois du manque de modeéles animaux de pathologies humaines et aussi du peu d’études
réalisées chez I’homme.

Les méthodes actuelles d’exploration du SNE humain sont trés limitées. En effet, elles
reposent principalement sur 1I’étude immunohistochimique du SNE a partir de biopsies ou
piéces chirurgicales. Or, les biopsies sont réalisées ‘a ’aveugle’ par les chirurgiens pédiatres,
a I’aide de pinces a biopsie rigides de type pince de Noblett ; cette technique reste donc peu
diffusée et, surtout, est limitée a I’exploration du rectum par la faible longueur et la rigidité
des instruments. En revanche, les piéces chirurgicales permettent une étude du SNE sur de
vastes fragments intestinaux, voire autorisent une comparaison entre les territoires atteints et
non atteints au sein d’un méme organe. Cependant, les indications opératoires reposent
généralement sur une atteinte symptomatique sévere, et concernent des pathologies trés
ciblées a un stade évolué de leur évolution comme les maladies inflammatoires chroniques
(MICI), la pseudo-obstruction intestinale chronique (POIC) ou la maladie de Chagas. Le
caractére invasif des biopsies a la pince rigide et des pieces opératoires est évidemment un
facteur limitant important de 1’étude du SNE au sein de pathologies digestives peu séveres, et
il constitue un obstacle majeur a la constitution de groupes ‘contrdles’ pour I’étude du SNE.
Afin de limiter le caractere invasif des explorations chirurgicales, il existe actuellement un
développement de méthodes d’endoscopie interventionnelle et diagnostique ; elles permettent
la réalisation de biopsies profondes par voie endoscopique et I’examen in vivo des plexus
entériques a 1’aide de prototypes comportant un microscope intégré a I’endoscope. Cependant,
elles ne sont encore qu’a un stade trés précoce de leur développement car peu diffusees et
donc utilisables par de rares équipes dans le monde. Ces différentes limites techniques
soulignent 1’absence de méthode de caractérisation du SNE dans des conditions normales et

pathologiques ‘bénignes’ chez I’homme.



De maniere générale, un concept émergent en Gastroentérologie est 1’existence d’une
composante inflammatoire au sein d’une grande majorité de pathologies digestives. Cette
inflammation peut étre de haut grade comme dans les MICI et les maladies infectieuses, ou de
bas grade comme dans les troubles fonctionnels post-infectieux. Un élément commun a ces
pathologies inflammatoires est leur association a des lésions de la BEI. Ainsi, la BEI peut étre
directement la cible principale d’agents pathogeénes comme Shigella flexneri (S. flexneri) a
I’origine de I’inflammation. Ces altérations peuvent étre a I’origine de troubles digestifs tels
que les rechutes dans les MICI ou la douleur dans le syndrome de I’intestin irritable, sans que
I’on en connaisse précisément 1’origine. Dans ce contexte général et au vu du rdle-clé joué par
le SNE dans le contrdle de la BEI, une meilleure connaissance des lésions du SNE au cours
des pathologies inflammatoires pourrait permettre de mieux établir leur réle a la fois dans le
contrdle de I’inflammation a la phase précoce et dans les altérations des fonctions digestives a
plus long terme.

A ce titre, la shigellose peut étre considérée comme un exemple type d’inflammation
intestinale avec une forte composante neuronale ; cette composante est suggerée, d’une part, a
la phase précoce par I’existence de crampes abdominales intenses et d’une diarrhée
importante et, d’autre part, a une phase tardive par la survenue fréquente d’un syndrome de
I’intestin irritable post-infectieux. De nombreux travaux ont été publiés concernant la
physiopathologie de I’infection par S. flexneri, majoritairement a partir de modeles cellulaires
ou animaux. La plupart de ces modeles sont peu pertinents et nécessitent des manipulations
médicamenteuses ou chirurgicales car seul I’homme et le singe macaque peuvent
spontanément développer la maladie. Les données chez ’homme sont limitées a 1’étude de
biopsies ou de piéces chirurgicale chez des patients symptomatiques, en genéral a un stade
avancé de 1’évolution. De plus, toutes ces études se sont intéressees aux effets de S. flexneri
sur la BEI ou a la caractérisation de la réaction inflammatoire, mais aucune n’a évalué les
effets précoces de S. flexneri sur la BEI ni sur le SNE. En prenant la shigellose comme
modeéle de pathologie inflammatoire, nous avons souhaité deévelopper un modele colique
humain permettant de caractériser les effets précoces de S. flexneri sur les différentes
composantes de la paroi colique humaine.

Les buts de ce travail de these étaient : 1) de développer une méthode permettant
d’étudier en routine les neuropathies du SNE chez ’homme au cours de pathologies
digestives ou extra digestives, et 2) de caractériser ex vivo les atteintes du SNE dans le colon
humain dans un modéle inflammatoire de shigellose et d’identifier des facteurs/meédiateurs

responsables de ces lésions.
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1- Le systéme nerveux entérique

1.1-  Découverte du systéeme nerveux entérique (SNE) et historique

Le SNE est un véritable ‘mini-cerveau’ situé¢ au contact du systéme effecteur qu’il
contrle. En effet, plutot que d’étre localis¢ dans la boite cranienne a distance du tube digestif,
I’évolution au cours de la sélection naturelle a maintenu ce systéme nerveux tout le long des 4
metres d’intestin gréle et 1,5 métres de colon.

Les débuts de la neurogastroentérologie remontent a la fin du XIXéme siécle par la
découverte du réle fonctionnel du SNE par W. M. Bayliss et E. H. Starling. En effet, ces
auteurs ont isolé des anses d’intestin qu’ils ont soumises a une pression exercée au niveau de
la lumieére intestinale chez des chiens anesthésiés. Ils ont observeé 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 », phénoméne 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 ont observé que le
réflexe était maintenu malgré la section de tous les nerfs communiquant entre le systeme
nerveux central et I’intestin. 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 tot. Des marquages a I’argent réalisés par Cajal
ont permis d’établir que les neurones de I’intestin étaient de différents types morphologiques,
et Dogiel les a classé selon leur microarchitecture. La compréhension des caractéristiques
neurochimiques du SNE a été initiée par J.N. Langley qui a cartographié le systeme nerveux
autonome. Ce dernier a décrit le SNE comme une troisieme division du systéme 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 1970 que les travaux de Gershon, Costa, Furness, Wood et North ont permis
un plein essor de la caractérisation du SNE et de ses fonctions grace au développement, d’une
part, de techniques d’immunohistochimie et de tracage neuronal et, d’autre part, de techniques

d’électrophysiologie et de neuropharmacologie.
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1.2- Caractéristiques générales du SNE

1.2.1- Organisation du SNE

L’organisation du SNE varie selon le segment du tube digestif et selon 1’espéce
(Timmermans et coll., 1997). Le SNE est organisé principalement en deux plexus : le plexus
sous-muqueux et le plexus myentérique (figures 1 et 2). Au sein des plexus, les neurones sont
organisés en ganglions reliés entre-eux par des fibres interganglionnaires. Le plexus sous-
muqueux, situé sous la muqueuse, est présent dans I’intestin gréle et le colon mais pas dans
I’estomac. Chez le cobaye, un seul plexus sous-muqueux 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 ou plexus de Schabadach, 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. Le plexus sous-
mugueux contrdle les fonctions de la muqueuse, notamment les fonctions sécrétoires de la
barriere épithéliale intestinale (BEI). Le plexus myentérique quant a lui contréle
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).

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 intrinseques modulant des fonctions intestinales sont également sous la
dépendance de modulations par le systeme nerveux extrinséque, provenant des fibres

sympathiques ou parasympathiques (Wood, 1994).
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Plexus myentérique

Muscle circulaire

/

Plexus
sous-mugueux

Muscle longitudinal

Figure 1 : Schéma simplifié de la localisation des plexus sous-muqueux et myentérique
dans la paroi intestinale.

Figure 2. 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

a25um.
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1.2.2- Composants cellulaires du SNE

Le SNE est composé de trois types cellulaires différents : les neurones, les cellules
gliales et les cellules souches neurales, dont la mise en évidence est tres récente (Kriiger et
coll. 2002).

1.2.2.1- Les neurones

Le SNE contient environ 100 millions de neurones, soit autant que dans la moelle
épiniére. Les neurones peuvent étre classés differemment selon leur morphologie, leur codage
neurochimique ou leurs propriétés électrophysiologiques.

Selon leur morphologie, les neurones sont classés de Dogiel type | a VI et neurones
géants. La plupart des neurones sont de type I-111 (Furness, 2000) (figure 3). 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. Les neurones de
type 11l 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 (Schemann et Neunlist, 2004). 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 communiquer entre eux ou avec leurs cellules cibles effectrices.
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 1. Les neurones AH
(AfterHyperpolarization) sont caractérisés par un potentiel d’action, insensible a la
tétrodotoxine (TTX), suivi d’une hyperpolarisation tardive, pendant laquelle I’excitabilité¢ du
neurone est réduite. Les neurones AH ont une morphologie Dogiel de type Il (Furness, 2000).

Le comportement électrophysiologique des neurones peut étre modulé par d’autres neurones

14
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Figure 3: Principaux types morphologiques de la classification Dogiel des neurones
entériques de Dintestin gréle chez le cobaye. a-c: neurones de type I, uniaxonaux
multidendritiqgues (courtes et lamellaires; d-e: neurones de type I, adendritiques

multiaxonaux ; f: neurones de type Ill, uniaxonaux et multidendritiques (longues) ; g :

neurones filamenteux. (d’aprés Timmermans et coll., 1997)
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I’innervant. Ces modulations incluent des potentiels postsynaptiques excitateurs (PPSE)

rapides ou lents, des potentiels postsynaptiques inhibiteurs (PPSI).

1.2.2.2- Les cellules gliales

Les cellules gliales entériques (CGEs) sont 4 a 10 fois plus nombreuses que les
neurones. Elles jouent un réle structural et de soutien important dans le SNE (Hoff et coll.,
2008)(figure 4). Elles se situent au niveau des ganglions ou elles encerclent les neurones, et au
niveau des fibres interganglionnaires et des prolongements des neurones vers la musculaire
muqueuse, 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 qu’ elles forment des
prolongements plus courts et paralléles aux fibres lorsqu’elles sont situées autour des fibres
interganglionnaires (Hanani et Reichenbach, 1994). Elles expriment différents marqueurs
spécifiques tels que la GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Jessen et Mirsky 1980), et S-
100B (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-10083, 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 vimentine (Jessen
et Mirsky 1983) et la L-arginine (Nagahama et coll., 2001). Comme le montre le tableau 1, les
CGEs présentent beaucoup de similitudes avec les astrocytes du SNC. 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
suggere de plus I'implication des CGEs dans la survie des neurones, ainsi que dans la
régulation des fonctions neuronales (Aubé et coll., 2006). En effet, une neurodégénérescence
a été observée dans un mod¢le d’ablation de la glie (Bush et coll., 1998). Les CGEs pourraient
assurer la survie des neurones entre autres par l’approvisionnement de ces derniers en
nutriments. La glie est en effet 1’unique intermédiaire entre les neurones et les vaisseaux
(Maudelj et Hanani, 1992). De plus, elles sont 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

synthese du neuromédiateur NO dans le SNE.
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Figure 4. 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

(marqués d’une croix blanche) ne sont pas immunoréactifs pour la ChAT.
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Tableau 1: Comparaison des caractéristiques des astrocytes du systéme nerveux central

(SNC) avec celles des cellules gliales entériques. ND : non déterminé. (Cabarrocas et coll.,

2003)

Caractéristiques phénotypiques et

fonctionnelles

Astrocytes du SNC

Cellules gliales entériques

Morphologie

Marqueurs

Interactions avec les

vaisseaux sanguins

Régulation de la

perméabilité tissulaire

- Forme étoilée

- Grande plasticité notamment dans
I’espace périsynaptique

- Deux sous-types

- Forment un large syncitium
couplé a des jonctions

communicantes

GFAP, Ran-2, vimentin, glutamine

synthetase, L-arginine

Prolongements épais en contact

avec les vaisseaux sanguins

Induction des propriétés de la
barriére hématoencéphalique sur

les cellules endothéliales

- Forme étoilée

- Nombreux prolongements
enveloppant les groupes de
neurones

- Deux sous-types

- Large syncitium couple a des

jonctions communicantes

GFAP, Ran-2, vimentin,

glutamine synthetase, L-arginine

Prolongements épais en contact

avec les vaisseaux sanguins

Diminution de la résistance

18



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). D’autre part, des données récentes ont aussi mis en évidence le role
des CGE dans le contrdle de la BEI. En particulier, les CGE régulent la proliféeration des
cellules épithéliales intestinales et augmentent la résistance de la BEI (Neunlist 2007 ;
Savidge 2007).

1.2.2.3- Les cellules souches

L’existence de cellules souches neuronales entériques a ét¢ mise en €vidence par
Kriger et coll. (2002), chez le rat.Une fois mises en culture, ces cellules forment des colonies
contenant des neurones, des CGEs et des myofibroblastes. De plus, transfectées chez des
embryons de poulet, ces cellules permettent de générer des neurones et des CGEs. Ces
neurones expriment une variété de neuromédiateurs presents 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. D’autre
part, ces cellules transplantées chez la souris in vivo se sont différenciées en neurones et ont

permis de rétablir une fonction (Metzger et coll., 2009).
1.2.3- Développement du SNE

Le SNE dérive de cellules précurseurs des segments vagal, sacré et rosto-troncal de la
créte neurale (Burns et coll., 2009). Les cellules du segment vagal colonisent tout I’intestin :
celles du segment rosto-troncal colonisent 1’cesophage et 1’estomac et celles du segment sacré
migrent uniquement vers 1’intestin post-ombilical. Les cellules de la créte neurale vagale
colonisent I’ensemble du tube digestif des la 7°™ semaine de gestation chez ’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 ; celui-ci 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 précédant le front de migration des cellules de

la créte neurale (Natarajan et coll., 2002). Ainsi, une altération ciblée du géene Ret chez la
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souris conduit a I’aganglionose entérique et a une agenese rénale (Schuchardt et coll., 1994).
Chez I’homme, des mutations du géne Ret sont associées a des formes de mégacdlon (Romeo
et coll., 1994 ; Hofstra et coll., 1994). En particulier, la maladie de Hirschprung est associée a
une mutation du géne Ret (Newgreen et Young, 2002). Les récepteurs a I’endothéline-3 et a
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 genes
provoque aussi chez la souris un mégacélon aganglionnaire.

La différenciation des cellules de la créte neurale en neurones ou en cellules gliales
commence dés 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.

1.3- Role du SNE dans ’homéostasie intestinale

1.3.1- Contrdle de la motricité digestive par le SNE

Bayliss et Starling ont les premiers apporté des preuves d’un réflexe péristaltique dans
le colon de chien (Bayliss et Starling, 1900). Ils ont montré qu’une stimulation mécanique de
la paroi colique, ou de celle de I’intestin gréle, induisait une contraction du co6té oral et une
relaxation du c6té anal. Ce réflexe persiste aprés dénervation extrinséque (Furness et coll.,
1995), montrant ainsi que le SNE contient tous les éléments nécessaires a la mise en place
d’un tel réflexe, c’est a dire 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 BEI et en particulier les cellules entérochromaffines qui sont les cellules sensitives
primaires, par analogie avec les récepteurs gustatifs. Ainsi, la distension mécanique de la
mugueuse entraine la libération de serotonine par les cellules entérochromaffines de la
barriére épithéliale intestinale, qui agit ensuite sur les terminaisons nerveuses des neurones
sensitifs intrinseques, les IPANSs (Intrinsic Primary Afferent Neurone) (Furness et coll., 1998 ;
Kirrchgessner et coll., 1992). Les IPANs présentent une morphologie de type Il dans la
classification de Dogiel et un comportement électrophysiologique de type AH (Furness,
2000). Dans I’iléon de cobaye, ils sont immunoréactifs pour la ChAT, la SP et la calbindine

(Costa et coll., 1996). Les IPAN sont sensibles a trois types de stimuli : les modifications
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chimiques, les distensions intestinales et les distorsions mécaniques de la muqueuse (Furness
et coll, 1999). Récemment, Bertrand et Bornstein (2002) ont montré que I’ATP pouvait
¢galement 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 NK-3
(Neunlist et coll., 1999). En effet, les IPAN sont 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 contr6lant le péristaltisme établissent des connections avec les
interneurones ascendants et descendants, dont 1’axone projette respectivement vers le coté
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). La
transmission synaptique vers les neurones moteurs excitateurs est assurée par I’ACh et les
tachykinines (récepteur NK3) (Bornstein et coll., 2004). Parmi les trois types d’interneurones
descendants, dont 1’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 propagation 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 contrélant 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 representent 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, 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
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).
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Les cellules interstitielles de Cajal (CIC) jouent un réle déterminant dans le controle
neuronal de la contraction musculaire. Dans la plupart des régions du tube digestif, un réseau
de CIC est localis¢ 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 role 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 I’activité 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 5.
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Figure 5: Schéma des voies nerveuses intrinseques impliquées dans le reflexe
péristaltique. M : muqueuse ; SM : sous-muqueuse ; MC : muscle circulaire ; PM : plexus

myentérique ; ML : muscle longitudinal ; CIC : cellules interstitielles de Cajal.
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1.3.2- Contréle des fonctions de la barriére épithéliale intestinale par le SNE

1.3.2.1- Controle du transport vectoriel d’électrolytes et de mucus par le SNE

Plusieurs études ont montré que des stimuli mécaniques comme la distension de la
muqueuse colique chez le cobaye et ’homme induisent la sécrétion d’électrolytes, qui est
bloquée par la TTX et reproduite par la sérotonine (Sidhu et Cooke, 1995 ; Cooke et coll.,
1997 ; Kellum et coll., 1999). Des voies nerveuses sensitives intrinseques, situées dans la
sous-muqueuse, et des voies extrinseques sont impliquées dans ce réflexe (Furness, 2000 ;
Weber et coll., 2001). La distension de la muqueuse induirait la libération de sérotonine et
I’activation de récepteurs mécanosensibles. 11 en résulte D’activation des terminaisons
nerveuses sensitives impliquant les tachykinines et des voies cholinergiques (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 extrinseques, 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
sécretomoteurs sous-muqueux. Chez le cobaye, les neurones sécrétomoteurs innervant la
muqgueuse coliqgue sont polarisés. Une étude a en effet montré que les neurones
sécretomoteurs descendants sont VIPergiques, tandis que les neurones sécrétomoteurs
ascendants sont cholinergiques (Neunlist et coll., 1998). Les neuromédiateurs libérés par les
neurones sécrétomoteurs impliqués dans le contrdle de la sécrétion d’¢lectrolytes 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 contréle de la sécrétion chez le cobaye
sont schématisés sur la figure 6.

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).
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1.3.2.2- Controle de la perméabilité paracellulaire de |’épithélium digestif par le SNE

Plusieurs études ont suggéré I'implication de voies nerveuses dans le controle de la
perméabilité paracellulaire de la barriére épithéliale intestinale. Ainsi, Crowe et coll. (1993)
ont observé que I’augmentation de la perméabilité chez des rats allergiques a I’ovalbumine
était inhibée par la TTX. De méme, le jelne du porcelet entrainait une augmentation de la
perméabilité au niveau du jéjunum, qui était bloquée par la TTX et par des antagonistes des
récepteurs cholinergiques (Hayden et Carey, 2000). Le réle direct du SNE dans le controle de
la perméabilité a été montré dans un systéme de coculture composé de sous-muqueuse
humaine et de la lignée épithéliale colique HT-29 clone 16F. Dans ce modéle, la stimulation
électrique des neurones sous-muqueux diminuait la perméabilité de 1’épithélium et augmentait
I’expression de ZO-1, molécule-clé des jonctions serrées. Cet effet passait par 1’activation de

voies VIPergiques (Neunlist et coll., 2003a).
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Figure 6: Circuits neuronaux impliqués dans le contrdle nerveux de la sécrétion

d’électrolytes chez le cobaye. SM: sous-muqueuse ; M: muqueuse; NSM : neurone

sécrétomoteur. (d’apres Weber et coll., 2001).
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L’effet direct de neuromédiateurs sur la perméabilité de la BEI 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 diminuait la perméabilité tandis que 1’acétylcholine I’augmentait.
Héllgren et coll. (1998) ont quant a eux montré que la neurokinine A augmentait la
perméabilité dans le duodénum de rat, effet qui est inhibé par le VIP. Ces résultats suggérent

que le VIP a des effets protecteurs de la BEI notamment vis-a-vis d’agents pathogénes.

1.3.2.3- Contréle de la prolifération cellulaire de [’épithélium par le SNE

Le SNE est aussi capable de contrdler la prolifération et la différenciation de la BEI.
Ainsi, 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 BEI, étaient médiés par le
SNE. En effet, le GLP-2 induit la prolifération et la différenciation de cellules épithéliales
intestinales, effets qui sont bloqués par la TTX. De plus, les effets du GLP-2 sont associés a
une activation de c-fos. Le SNE est aussi capable de contréler directement la prolifération des
cellules épithéliales intestinales. 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 diminuait la prolifération des cellules épithéliales par une voie VIPergique. L’effet
direct de neuromédiateurs a également €té étudié. Ainsi I’implication de la somatostatine a été
suggerée car des antagonistes de ce neuropeptide bloque 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 ’ATP augmentent la prolifération des cellules
épithéliales intestinales in vitro. Le VIP et le PACAP diminuent quant a eux la prolifération

de 4 lignées épithéliales coliques (Lelievre et coll., 1998).

1.3.2.4- Contr6le du flux sanguin intestinal par le SNE

Le controle du flux sanguin intestinal résulte de la modulation de la balance
vasoconstriction/vasodilatation des artérioles situées dans la sous-muqueuse. Dans 1’intestin
gréle et le cblon, le contrdle nerveux de la vasoconstriction est assuré exclusivement par des
fibres nerveuses extrinséques sympatiques provenant des ganglions cceliaques et
mesentériques, via ’ATP qui active les récepteurs P2X des artérioles (Vanner et Surprenant,
1991 et 1996).
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Le réflexe vasodilatateur fait quant & lui appel & des voies nerveuses intrinséques et
extrinséques. Le contréle extrinseque 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 intrinseque 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
suggérée dans l’activation de neurones vasodilatateurs sous-muqueux conduisant a la
dilatation des artérioles (Vanner 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,4, suggérant
I’implication de voies dépendantes de la sérotonine dans I’activation des [IPAN sous-mugueux
(dotes du récepteurs 5-HT,) et des IPAN myentériques (dotés du récepteurs 5-HT3) (Reed et
Vanner, 2003 ; Vanner et Macnaughton, 2004). L’innervation intrinséque des artérioles de la
sous-muqueuse dans I’intestin gréle de cobaye est cholinergique muscarinique. L’activation
des récepteurs muscariniques M3 par 1’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 identifi¢, 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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2- Les neuropathies entériques

2.1-Définition

Le terme de neuropathies du systéme nerveux entérique a été récemment établi par
différents auteurs pour décrire et englober I’ensemble des 1ésions du SNE observées dans un
grand nombre de pathologies digestives, mais aussi extra-digestives. Les neuropathies
entériques peuvent étre directement responsables de pathologies digestives comme la maladie
de Hirschprung ou I’achalasie, ou encore secondaires a la maladie. Dans ce dernier cas elles
sont néanmoins responsables de troubles digestifs associés a ces pathologies, en particulier
dans les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), le syndrome de I’intestin
irritable (SI1) ou la maladie de Parkinson. Ces neuropathies entériques sont caractérisées par
la présence simultanée ou non de trois grandes catégories de Iésions du SNE : 1) des lésions
structurelles, 2) des modifications du phénotype neurochimique (i.e. contenu en
neuromeédiateurs/enzymes), et 3) des modifications des propriétés électrophysiologiques.

La grande majorité des neuropathies entériques sont associées a des processus
inflammatoires qui sont soit localisés au sein du SNE (ganglions entériques), soit qui affectent
le tube digestif d’une maniere plus générale. L’inflammation joue donc un rdle central dans le
développement des neuropathies entériques. Dans ce contexte, la réponse du SNE a des
stimuli inflammatoires dépend de plusieurs paramétres tels que la durée et I’intensité de
I’inflammation (ie aigué vs chronique), le phénotype de la réponse inflammatoire (Thl vs
Th2, Th17), la localisation de I’inflammation (colon vs iléon). Dans cette thése, nous nous
sommes principalement intéressés aux neuropathies entériques survenant dans les conditions

d’un processus inflammatoire aigii.
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2.2- Altérations du SNE induites par I’inflammation aigue

2.2.1- Altérations anatomiques

2.2.1.1- Altérations des neurones dans les ganglions entériques

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
(De Giorgio et coll., 2004).

Une multitude d’études histologiques ont montré des anomalies de la structure des
plexus et des cellules neuro-gliales au cours des MICI chez ’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 plutét 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 1’iléon et le cdlon de patients atteints de 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
observée au cours des MICI (pour revue voir Geboes et Collins, 1998). En particulier, une
¢tude a montré I’existence d’une hyperplasie des nerfs dans 1’iléon et le colon de patients
atteints de maladie de Crohn ou de 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 dans les neurones, la glie et les cellules T
(Von Herbay et coll., 1992). 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-muqueux a également été rapportée, mais sans pouvoir affirmer
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 2.
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Tableau 2 : Principales anomalies morphologiques du SNE observées au cours des MICI
chez ’homme. (d’aprés Geboes et Collins, 1998 et Neunlist et coll., 2007 )

Critére Maladie de Rectocolite
Crohn hémorragique

Fibres nerveuses

Hypertrophie (muqueuse, +++ -
sous-muqueuse)
Hyperplasie ++ +

Dommage axonal ++ +

Corps cellulaire neuronal

Normal

Hypertrophie ++ +
Hyperplasie ++ +
Dommage ++ +

+ Présent - Absent

L’¢tude des modeles inflammatoires aigus 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, le nombre de 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 a cette perte neuronale serait
I’apoptose. Il est bloqué par du sérum anti-neutrophiles (Boyer et coll., 2005). Au cours de
I’infection par Schistosoma mansoni (S. mansoni), une atteinte des ganglions a également été
observée, s’accompagnant parfois de cellules apoptotiques a I’intérieur des ganglions (Bogers
et coll.,, 2000). Parmi les autres facteurs responsables de ces processus neurodégénératifs

figure le stress oxidant (Lourenssen et coll., 2009). Ainsi, H202 induit une dégénérescence
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rapide des neurones entériques par des processus a la fois apoptotiques et nécrotiques
(Lourenssen et coll., 2009).

2.2.1.2- Altérations des cellules gliales dans les ganglions entériques

Les cellules gliales entériqgues (CGE) sont également une cible cellulaire de
I’inflammation intestinale. Ainsi, chez des patients atteints d’entérocolite nécrosante, 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 rapportée dans des biopsies de
patients atteints de maladie de Crohn (Cornet et coll., 2001). Inversement une augmentation
significative de I’expression de la GFAP (Cornet et coll., 2001) ainsi que de la S100(3 a été
observée dans la RCH (Cirillo et coll., 2009). Au cours de I'inflammation induite par le
TNBS chez le cobaye, une prolifération des CGE mais pas des neurones entériques a été
observée au sein du plexus myentérique (Bradley et coll., 1997). De plus, les CGE semblent
étre la cible de médiateurs pro-inflammatoires car I’IL-1f3, le TNFa et le LPS induisent une
augmentation du nombre de cellules gliales GFAP positives, a la fois en culture et sur des
préparation tissulaires (Von Boyen et coll., 2004). La conséquence fonctionnelle des
modifications phénotypiques des CGE induites par 1‘inflammation reste cependant largement
inconnue. Néanmoins, un nombre croissant d’études suggere que les CGEs pourraient
directement participer aux processus inflammatoires, au méme titre que les astrocytes dans le
systéme nerveux central. En effet, les CGE répondent a différents médiateurs inflammatoires.
En particulier, I'IL-1 augmente 1’expression et la sécrétion d’IL-6 par les CGEs de rat (Ruhl
et coll.,, 2001). En outre, les CGEs peuvent probablement aussi agir comme des cellules
présentatrices d’antigenes. En effet, elles expriment de maniére constitutive le CMH de classe
| (Geboes et coll., 1992) mais dans les états inflammatoires, en particulier dans la maladie de
Crohn, on observe une induction et expression de CMH de classe 11 dans les CGE des plexus
sous-muqueux et myentérique. Cette expression pourrait étre associée a Dinfiltration de
cellules T au voisinage des CGEs caractéristiques des plexites entériques observées dans les
MICI (cf paragraphe suivant). D’autre part, le traitement des CGE par le TNFo et d’IFNy
induit ’expression de CMH de classe II (Hollenbach et coll., 2000).
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2.2.1.3- Modification de la cellularité dans les plexus entériques

De nombreux processus inflammatoires aigiis sont associés a la présence d’infiltrats de
cellules immunitaires au sein des plexus entériques (pour revue voir De Giorgio et coll.,
2004). D’une maniere générale ces infiltrats inflammatoires semblent affecter principalement
le plexus myentériqgue mais peuvent également étre présents au sein des plexus sous-
muqueux, sans que 1’on en connaisse précisément I’origine. La formation de ces infiltrats est
souvent associée a une neurodégénérescence et peut parfois conduire a une compléte
disparition des neurones (figures 7 et 8) (De Giorgio et coll., 2002 ; Smith et coll., 1997 ;
Tornblom et coll., 2002).

De maniere surprenante, la nature précise de ces infiltrats (lymphocytes T CD4 ou
CD8; mastocytes), en particulier dans les MICI, reste a ce jour mal connue. Néanmoins leur
valeur prédictive du risque de rechute a récemment éteé suggerée (Ferrante et coll., 2006),
méme si des résultats contradictoires ont eté rapportés (Ng et coll., 2009). Par exemple,
Ferrante et coll., (2006) ont montré que les infiltrats inflammatoires au sein du SNE étaient
associés a une augmentation du risque de rechute post opératoire. Des données plus
nombreuses sont disponibles concernant des modeles animaux, inflammatoires ou infectieux.
Ainsi chez des rats traites au DNBS, la colite induite s’accompagne d’une infiltration du
plexus myentérique par des €¢osinophiles et des neutrophiles et d’une baisse du nombre de
neurones par ganglion au cours du temps (Sanovic et coll., 1999). En outre, la nature de
I’infiltrat inflammatoire évolue au cours du temps ; en effet, 1-3h apres le traitement au TNBS
on observe un infiltrat composé principalement de neutrophiles ou d’éosinophiles (Linden et
coll., 2005 ; Pontell et coll., 2009) alors qu’aux temps plus tardifs on observe un afflux de
lymphocytes T pouvant persister plus d’une semaine. Chez des souris infectées par S.
mansoni, la formation d’un infiltrat inflammatoire constitué de granulocytes et de
lymphocytes a été identifiée au niveau du plexus myentérique (Bogers et coll., 2000). Enfin,
Schistosoma japonicum (S. japonicum) induit une dégénérescence des neurones entériques
associée a des infiltrats inflammatoires composés d’éosinophiles, de neutrophiles, de
mastocytes, et de lymphocytes dans un modele porcin (Balemba et coll., 2001).

Ces infiltrats inflammatoires ne sont pas exclusivement observés au cours
d’inflammation aigué mais peuvent aussi étre rapportés lors de pathologies inflammatoires de
« bas grade» ou dans des pathologies motrices non inflammatoires. Ainsi, chez des patients

ayant un Sll, un infiltrat inflammatoire composé de lymphocytes T mais pas de mastocytes, a
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été observé au sein des plexus myentériques de I’intestin gréle chez 9/10 patients et ce malgré

I’absence d’anomalies manométriques (Tornblom et coll., 2002).
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Figure 7 : Accumulation de lymphocytes CD3+ au sein du plexus myentérique du c6lon

gauche d’une femme de 55 ans présentant un mégacolon idiopathique. Echelle : 25 um.

(De Giorgio et coll., 2004)
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Figure 8 : Coupe d’iléon d’un patient de 20 ans atteint de pseudo-obstruction
intestinale chronique. La photo A (x200) a été prise quelques années avant la photo B
(x250). Les deux photos montrent une importante infiltration de lymphocytes qui peut

conduire a une baisse du nombre de neurones myentériques (B). (De Giorgio et coll., 2002).
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Enfin, de nombreux troubles de la motricité digestive sont aussi associés a la présence
d’infiltrats inflammatoires au sein des plexus myentériques. Les manifestations cliniques de
ces plexites affectent ’ensemble du tube digestif en partant de 1’cesophage et en allant
jusqu’au colon. Ainsi la présence d’infiltrats inflammatoires a été observée dans 1’achalasie,
les gastroparésies et les vomissements incoercibles, la pseudo obstruction intestinale
chronique ou le mégacolon idiopathique (De Giorgio et coll., 2004).

Au cours de ces 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. 1l
s’agit notamment des anticorps anti-Hu (RNA binding protein Hu), anti-Yo (Purkinje cell
protein Y0) 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). Une étude récente a montré que I’exposition de cultures
neuronales (neuroblastome SH-SY5Y et culture primaire de neurones myentériques) a du
sérum de patients atteints d’un syndrome paranéoplasique contenant des anti-Hu activait des
voies de signalisation proapoptotiques (caspase 3 et apaf-1) et induisait la dégénérescence des
neurones entériques. Cette dégénérescence pourrait étre directement responsable des troubles

de la motricité digestive observés chez ces patients (De Giorgio et coll., 2003).

2.2.2- Modifications fonctionnelles dans les ganglions entériques

L’étude du contenu en neuromédiateurs ou leur enzyme de synthese dans le SNE ont
révélé Iexistence de profondes altérations du phénotype neurochimique du SNE au cours des
neuropathies entériques, principalement lors des pathologies inflammatoires intestinales. Ces
¢études ont été réalisées chez I’homme et dans des modeéles animaux de pathologies humaines
en utilisant des méthodes immunohistochimiques, dosage Elisa ou tests
radioimmunologiques. Concernant les études chez 1’homme, les données sont souvent
contradictoires. Ces différences résultent probablement de la diversité des méthodes et
techniques utilisées (coupe vs paroi entiere), et de ’hétérogénéité des patients étudiés (age,
sexe, durée de la maladie, traitement). En outre, ces études sont souvent limitées aux formes

séveres de la maladie et ne permettent pas le suivi des modifications du phénotype au cours de
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I’évolution de la maladie. Dans ce contexte, la nécessité de développer de nouvelles méthodes
d’étude du SNE et de I’étendre a toutes les formes de la pathologie est particulierement

importante.

2.2.2.1- Plasticité du phénotype neurochimique dans les MICI

Au cours de la maladie de Crohn, différentes études ont montré une augmentation de
I’innervation VIPergique, une augmentation du nombre de neurones sous-mugqueux et
myentériques VIP-positifs ainsi qu’une concentration plus importante en VIP des tissus dans
les zones inflammatoires (figure 9) (Belai et coll., 1997 ; Schneider et coll., 2001 ; Boyer et
coll., 2007). Des modifications similaires ont été notées dans des zones non inflammatoires,
suggerant que les altérations du SNE ne sont pas localisees uniquement dans les zones
inflammatoires mais qu’elles peuvent également s’étendre aux zones non inflammatoires
(Schneider et coll., 2001 ; O’Morain et coll., 1984). Néanmoins, d’autres études ont décrit soit
une diminution soit ’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). Ces résultats discordants peuvent étre liés au stade de la maladie auxquels les
malades sont étudiés, aux traitements qu’ils regoivent, ou a la méthodologie utilisée (étude sur
coupe vs etude sur paroi entiere). La maladie de Crohn a également été associée a une
augmentation de I’innervation et/ou du nombre de neurones immunoréactifs pour la tyrosine
hydroxylase, la sérotonine, la NOS et le neuropeptide Y dans le plexus myentérique de 1’iléon
(Belai et coll., 1997).

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, des 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., 2003b). Cette altération du
codage neurochimique a également été observée a distance de I’inflammation, dans des zones
macroscopiquement non inflammatoires (Neunlist et coll., 2003b). De maniére intéressante,
cette augmentation de SP a aussi été observée dans le SNE et dans les DRG dans un modeéle
d’inflammation intestinale induite par un nématode, ie. Trichinella spiralis (T. spiralis) (De
Giorgio et coll., 2001 ; Swain et coll., 1992). L’IL-1p serait responsable de la régulation de la
synthese de la SP dans ce modéle (Hurst et coll., 1993).
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Figure 9 : Marquage immunohistochimique de ganglion sous-muqueux chez des
patients controles (A) et atteints de maladie de Crohn (B). Le nombre de neurones
immunoreactifs pour le VIP est augmenté chez les patients atteints de MC comparativement

aux contréles. (Schneider et coll., 2001).
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Dans un mode¢le inflammatoire au TNBS, une augmentation semblable de 1’expression
de SP était observée dans le colon pendant la phase aigue de I’inflammation. Cette
augmentation persistait durant la phase post-inflammatoire tout au long de I’étude (ie > 3
mois) (Simpson et coll., 2008). D’autre part, dans un modéle identique de colite induite par T.
spiralis, aucune modification de la proportion de neurones ChAT-IR n’a été rapportée (Auli et
coll., 2008).

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
observee chez des souris infectées par S. mansoni (Varilek et coll., 1991) et chez des porcs
infectés par S. japonicum (Balemba et coll., 2001).

2.2.2.2- L’inflammation entraine une surexcitabilité 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
neuromédiateurs, est I'un des parametres les plus étudiés dans le domaine de la
neurogastroentérologie. Ces études ont surtout été realisées chez le cobaye, qui est le modéle
le plus utilisé pour caractériser les modifications électrigues du SNE au cours de

I’inflammation. Ces différentes études sont récapitulées dans le tableau 3.
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Tableau 3: Stimuli responsables d’une augmentation de I’excitabilité des neurones

entériques.

Stimulus inflammatoire

Neurone cible

Modification

Modéles animaux des MICI

TNBS (cobaye)

Maladies infectieuses

Trichinella spiralis (cobaye)

Toxine A du C. difficile (cobaye)

Médiateurs inflammatoires

IL-1p (homme, cobaye)
IL-6 (cobaye)

TNFa (rat)

PGE; (rat)

PGD; (cobaye)
Tryptase (cobaye)

Adenosine

Myentériques (AH)
Sous-muqueux (AH)

Myentériques (AH)

Sous-muqueux

Sous-muqueux

Sous-muqueux,
myentériques
Sous-muqueux,
myentérigques
Myentériques
Myentériques (AH, S)
Sous-muqueux
Sous-muqueux

Sous mugqueux

Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité

Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité

Hyperexcitabilité

Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité
Hyperexcitabilité

Inhibition excitabilité
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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, indépendamment de leur sous-
type (S vs AH). Au cours de I’infection par T. spiralis chez le cobaye, Palmer et coll. (1998)
ont noté une augmentation de 1’excitabilité des neurones myentériques AH du jéjunum 3, 6 et
10 jours aprés infection par rapport aux animaux non infectés. Chez des cobayes sensibilisés a
T. spiralis, ’exposition a des antigénes de ce parasite augmente 1’excitabilité des neurones
sous-muqueux coliques (Frieling et coll., 1994). Par ailleurs, Xia et coll., (2000) ont montré
que la toxine A du C. difficile altérait 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 1’hyperexcitabilité
des neurones au cours d’états infecticux. Reed et coll. (2003) ont en effet montre que les
tryptases des mastocytes et PAR-2 induisaient 1’hyperexcitabilité de neurones sous-muqueux
chez le cobaye. Dans des mode¢les inflammatoires au TNBS, 1’hyperexcitabilité des neurones
a également été mise en évidence. Chez des cobayes traités au TNBS, I’inflammation
s’accompagne d’une augmentation de I’excitabilit¢ des neurones myentériques coliques de
type AH (Linden et coll., 2003). Dans ce méme modele inflammatoire, les neurones sous-
mugueux AH sont plus excitables et la transmission synaptique est facilitée, par un
mécanisme pré-synaptique impliquant les récepteurs P2X et 5-HT(3) du c6té post-synaptique
(Lomax et coll., 2005).

Chez I’homme, une étude réalisée en culture organotypique a montré que I’infection
par la toxine B du C. difficile induisait 1’expression de c-fos dans une population de neurones
sous-muqueux coliques VIP-immunoréactifs. Cet effet de la toxine B est indirect,
contrairement a celui de la toxine A, et est médié par I'IL-1p (Neunlist et coll., 2003c).
D’autres études ont aussi montré que I'IL-1f et I'I[L-6, a des doses nanomolaires,
augmentaient I’excitabilité des neurones sous-muqueux intestinaux du cobaye, caractérisée
par la dépolarisation du potentiel membranaire, la diminution de la conductance membranaire
et ’augmentation de la décharge en potentiels d’action. Cette étude montre de plus que I'IL-
1B et I'IL-6 suppriment les PPSI. Ces deux cytokines conduiraient donc, en outre, a la
suppression de ’activité inhibitrice de la noradrénaline sur les neurones sécrétomoteurs, ce
qui pourrait contribuer a la physiopathologie des diarrhées sécrétoires (Xia et coll., 1999).

L’effet excitateur de I'IL-1p et de I'TL-6 a été reproduit par Kelles et coll. (2001) sur des
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neurones myentériques d’iléon de cobaye, immunoréactifs pour la NOS et I’acétylcholine.
Cette étude a également montré le blocage de la neurotransmission cholinergique par I'IL-1f3
et 'IL-6. Le TNFo diminue quant & 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 l’augmentation de D’excitabilité des
neurones entériques. PGE, augmente I’excitabilit¢ des neurones AH et S du plexus
myentérique de I’iléon de rat (Dekkers et coll., 1997). Linden et coll. (2004) ont de plus
montré que Cox-2 contribuait a I’augmentation de I’excitabilité des neurones myentériques
AH, associée aux troubles de la motricité, observée au cours de I’inflammation induite par le

TNBS chez le cobaye.

2.2.3- Troubles fonctionnels liées au SNE au cours de Pinflammation 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 des
modeles animaux ; elles concernent principalement des modifications de la motricité digestive
et de la sécrétion d’¢lectrolytes. 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, au moins en partie,
responsable. L’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).

2.2.3.1- Altérations de la motricité du tube digestif au cours de I’inflammation

Un nombre croissant d’études suggere que dés la libération de la sérotonine par les
cellules entérochromaffines et sa fixation sur les projections des IPAN, I’inflammation génere
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,
aprés 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
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(Linden et coll., 2003). Cette etude a de plus montré que I’expression de la protéine et des
ARNmM du transporteur SERT était diminuée dans les entérocytes de cobaye traités 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
extrinseéques 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 trait¢ a la ricine, I’implication des afférences sensitives dans l’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 dépendaient 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 était altérée, associée a une baisse de la
disponibilité en VIP.

L’¢tude des modéles inflammatoires animaux (lapins traités a la ricine et rats traités au
TNBS) a montré que I’inflammation augmentait 1’excitation des voies non-cholinergiques et
provoguait 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 1’estomac était diminuée et la relaxation
du muscle longitudinal altérée a cause d’une inhibition de la neurotransmission non
adrénergique et non cholinergique inhibitrice. Dans ce méme modele, Poli et coll. (2001) ont
not¢ 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 1’apport
exogene d’ACh était augmentée. Cette étude suggere donc que les troubles de la motricité,
dans ce modele, résultent d’une altération de I’innervation cholinergique du plexus
myentérique induite par le TNBS, et non de la réponse du muscle.

Dans les modéles infectieux, tels que ceux générés par les helminthes chez la souris, il
existe une hypercontractilité musculaire (Zhao et coll., 2003; Akiho et coll., 2002). De méme,

aprés I’infection des souris par S. mansoni, une augmentation de la réponse contractile de
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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 ’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). Une étude a ainsi montré que
les macrophages ¢étaient 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 joue par les mastocytes dans le contrdle neuronal de ces altérations (Collins,
1996). Les médiateurs inflammatoires, sécrétés par les cellules immunitaires au cours de
I’inflammation, ont également ¢té impliqués dans les altérations de la motricité lies a
I’inflammation (Morteau et coll., 1993; Akiho et coll., 2002). En particulier, I'IL-1f diminue
la réponse contractile induite par I’acétylcholine dans le jéjunum par une voie dépendante du
VIP (Aube et coll., 2001).

2.2.3.2- Altérations de la sécrétion du tube digestif au cours de l’inflammation

Des troubles du transport d’électrolytes, liés a des altérations des voies neuronales, ont
¢galement ¢été rapportés au cours de I’inflammation. Comme décrit précédemment, la
capsaicine et la dénervation extrinséque chirurgicale bloguent les effets pro-secrétoires 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 contréle de la sécrétion
d’¢électrolytes au cours de I’inflammation. Dans un mode¢le de colite induite par le TNBS chez
le rat, Sanchez de Medina et coll. (2002) ont montré que I’inflammation inhibait la réponse
sécretoire 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 ; cet effet est sensible a la TTX (Sayer et coll.,
2002). Il n’est pas bloqué par I’atropine mais par ’héxaméthonium, suggérant I’implication

des voies cholinergiques nicotinergiques.
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3- Méthodes d’étude du SNE

Une méthode idéale pour étudier le SNE chez 1’homme, en particulier les plexus sous-
muqueux et myentérique, devrait étre facilement acceptée par le malade et avoir un risque nul
ou trées faible de complications. Elle devrait pouvoir permettre une analyse & la fois
morphologique et fonctionnelle du SNE, et si besoin étre répétée afin d’étudier une pathologie
a divers stades de son évolution. Une telle méthode n’existe pas a I’heure actuelle.

Les méthodes d’étude chez 1’animal répondent a certains de ces critéres : acces aisé aux
tissus, choix d’un plexus en fonction de la pathologie d’intérét, possibilité d’études
morphologiques et/ou fonctionnelles. Cependant, certaines pathologies ne sont pas
représentées au sein des modeles animaux, et il est rare de pouvoir répéter les
expérimentations dans le temps car les animaux sont le plus souvent sacrifies afin de fournir
le tissu nécessaire a I’étude.

Chez ’homme, I’obstacle majeur est ’obtention de tissu digestif en quantité suffisante
pour étudier le SNE car les pathologies concernées sont le plus souvent fonctionnelles, et
requi¢rent donc rarement une résection chirurgicale. De plus, lorsqu’elle est décidée, la
chirurgie s’adresse au stade ultime de I’évolution (De Giorgio et coll., 2004 ; Neunlist et coll.,
2003b). De ce fait, aucune donnée n’est disponible concernant les altérations précoces chez
I’homme des neuropathies entériques, ni leur évolution au cours du temps. Enfin, les picces
opératoires, obtenues ex vivo dans des conditions métaboliques particulieres, sont

dévascularisées lors de 1’étude du SNE, et ne reflétent sans doute pas la réalité physiologique.

3.1- Etude du SNE a partir de pieces opératoires

Peu de données sont en réalité disponibles chez I’homme concernant les résultats obtenus
a partir des piéces opératoires, elles concernent seulement certaines pathologies telles que les
MICI, la maladie de Hirschprung ou la maladie de Chagas (Geboes et coll., 1998 ; Neunlist et
coll., 2003b; Munakata et coll., 2002 ; da Silveira et coll., 2009). L’avantage des pi¢ceS
opératoires est de permettre un marquage immunohistochimique dans plusieurs territoires
différents ; ils peuvent ainsi étre comparés en terme de lésions du SNE. Par exemple, da
Silveira et coll. (2009) ont utilisé les pieces de colectomie de patients opérés pour mégacolon
chronique apres infection de Chagas et comparé les segments dilatés et non dilatés. Par

analyse immunohistochimique a 1’aide des protéines S100, GFAP, anti-protéine C et anti-
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protéine D, ils ont montré que la perte neuronale était identique dans les segments dilatés et
dans les segments non dilatés. Cependant, ils ont constaté une hyperexpression de la GFAP
dans les segments non dilatés par rapport aux segments dilatés et aux patients non infecté ceci
suggére que cette hyperexpression de la GFAP précéderait la survenue de la perte neuronale
et la dilatation colique, et excercerait un rdle protecteur au cours de la maladie de Chagas.

3.2- Etude a partir de biopsies endoscopiques et chirurgicales

Des méthodes moins invasives que la chirurgie d’exérese ont été développées mais sont
encore assez peu répandues. Ces méthodes sont représentées par les différentes variantes de
biopsies, soit par pince souple, soit par biopsie rigide, soit au moyent d’instruments
chirurgicaux, ces derniers étant utilisés pour réaliser des biopsies a partir de la face séreuse
vers la face muqueuse au cours d’une laparoscopie.

L’intérét majeur des pinces a biopsie endoscopiques souples, qui peuvent passer par le
canal opérateur d’un endoscope, est de pouvoir accéder a la totalité des segments du tube
digestif. Cependant, malgré leur utilisation extérémement frequente en routine, leur capacité a
¢tudier le SNE n’a jamais été évaluée en dehors d’une seule étude. Dans une étude publiée en
1995, Mathan et coll. rapportaient I’observation de fibres nerveuses en microscopie
électronique, a partir de biopsies duodénales obtenues chez des patients atteints de choléra
(Mathan et coll., 1995). Cependant, ces auteurs n’ont pas évalué les ganglions entériques par
cette méthode.

Les pinces a biopsie rigides sont beaucoup plus utilisées (figure 10A), et leurs résultats
sont connus de longue date, notamment pour établir le diagnostic de maladie de Hirschprung
chez les nourrissons. Par exemple, la possibilité d’étudier le plexus d’Auerbach par des
biopsies rectales réalisées quelques centimétres au-dessus de la ligne pectinée est connue
depuis les travaux de Swenson et coll. en 1955. Les pinces a biopsies rigides actuelles
permettent d’obtenir des biopsies satisfaisantes dans 96%, mais sont réservées aux enfants de
plus de 6 mois en raison du risque perforatif chez les nouveaux-nés (Alizai, J Pediatr Surg
1998). Une alternative a été développée en 1969 par Noblett et coll. (J Pediatr Surg),
consistant en un tube rigide muni d’un canal d’aspiration et d’une lame de scalpel. Cependant,
le nombre de biopsies non contributives est élevé, de I’ordre de 10 a 20%, méme si des
modifications récentes (amélioration de I’ergonomie, utilisation de lame a usage unique)

(figure 10B) ont permis de diminuer ce taux a 7% (Hall, J Pediatr Surg 2009). Surtout, quel
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que soit I’instrument utilisé, ces pinces a biopsies ou systémes d’aspiration sont limités a

I’exploration du rectum du fait de leur faible longueur et de leur rigidité.

\

Figure 10: Pince a biopsie rigide et systéme d’aspiration permettant la

réalisation de biopsies rectales profondes. (A) Pince a biopsie rigide standard (modeéle
Storz). (B) systeme d’aspiration nouvelle génération (modele rbi2). Ce dernier modele est
muni d’un systéme d’aspiration et d’une lame de bistouri a usage unique pour capturer et

couper le fragment tissulaire. (d’apres Alizai et coll ., 1998 ; Hall et coll., 2009).
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Les biopsies chirurgicales, réalisées selon différentes modalités techniques, ont permis
d’importantes avancées dans I’exploration du SNE. En particulier, les troubles moteurs
séveres du tube digestifs font appel a ces techniques qui permettent d’analyser 1’ensemble de
la paroi digestive et donc les plexus sous-muqueux et myentérique. Si la majorité des
prélevements sont maintenant réalisés par laparoscopie plutét que par laparotomie, différentes
techniques de biopsies ont été proposées. Ainsi, King et coll. (2005) ont mis au point une
stratégie de prélévements par deux trocards de 5 mm mis en place par voie transombilicale,
permettant la réalisation de biopsies coliques étagées (angle droit, colon transverse, angle
gauche, sigmoide) (figure 11). Dans une série de 197 enfants (A&ge moyen de 844 ans)
explorés pour une constipation, ces auteurs ont rapporté un taux de perforation post-opératoire
de Pordre de 1%, d’évolution favorable aprés suture lors d’une 2°™ laparoscopie. La
rentabilité de la technique était satisfaisante puisque 44% des patients avaient des altérations
immunohistochimiques du SNE, caractérisées par une réduction de I’expression de la
substance P et du VIP. Carvalho et coll. (2001) ont également montré des résultats
intéressants chez 7 enfants explorés pour maladie de Hirschprung, grace a des biopsies

chirurgicales laparoscopiques des colons droit, transverse, et gauche.

Figure 11 : Biopsie séromusculaire obtenue par laparoscopie. Une bandelette colique
est saisie a I’aide d’une pince (A) puis excisée tangentiellement en emportant un fragment du
muscle circulaire sous-jacent (B). La photographie du site de prélévement montre I’absence

de perforation muqueuse (C). (d’apres King et coll ., 2005).
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La possibilité de réaliser des prélévements biopsiques du SNE ouvre non seulement des
perspectives diagnostiques mais également d’importantes perspectives thérapeutiques. Ainsi,
Metzger et coll. (2009) ont récemment démontré non seulement la possibilité d’obtenir des
cellules souches neuronales (CSN) a partir de biopsies d’intestin humain post-natal, mais
aussi celle de greffer ces CSN sur des explants de patients atteints de maladie de Hirschprung.
Les biopsies étaient réalisées chez des enfants de 9,2 ans en moyenne au cours d’endoscopies
standard et ont été comparées a des biopsies chirurgicales ‘fullthickness’. La caractérisation
de 12 de ces biopsies obtenues par endoscopie montrait que : 1) sur le plan morphologique,
seules 3 sur 9 contenaient de la sous-muqueuse, les autres étant constituées de muqueuse
isolée, et 2) 'immunomarquage par Tujl révélait un important réseau neuronal fait de fibres
nerveuses et de corps cellulaires dans la muqueuse de toutes les biopsies (figure 12). Mises en
culture, les biopsies endoscopiques permettaient I’obtention de CSN sous forme d’aggrégats
isolés des le cinquiéme jour de culture, et de ‘neurosphere like bodies’ (NLBs) des le dixieme
jour de culture sans différence de taille ou de nombre des NLBs par rapport a ceux obtenus
par biopsies chirurgicales (figure 13). Outre ’obtention de CSN, les auteurs ont démontré la
capacité des CSN ainsi cultivées a coloniser un segment aganglionique d’intestin humain ; en
effet, le marquage immunohistochimique réalisé au septiéme jour sur les segments provenant
de patients opérés pour maladie de Hirschprung montrait I’existence d’aggrégats de NLBs

formant un réseau de connexions neuronales (figure 14).
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Figure 12 : Biopsies muqueuses contenant des cellules souches neuronales (CSN).
(A) Spécimens biopsiques (2-4 mm) obtenus au cours d’une endoscopie standard. (B)
Marquage immunohistochimique a 1’aide d’anticorps dirigés contre 1’actine (SMA) et Tujl,
montrant la présence de fibres musculaires lisses (en rouge) et de corps cellulaires neuronaux

(en vert) (d’aprés Metzger et coll ., 2009).
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Figure 13 : Neurosphéres contenant des cellules souches neuronales, obtenues a
J10 aprés culture primaire intestinale (A-F). Ces neuropshéres ont été cultivées a partir
d’intestin embryonnaire humain [(A) faible grossissement et (B) fort grossissement], de
biopsies intestinales [(C) faible grossissement et (D) fort grossissement] et d’explants
tissulaires [(C) faible grossissement et (D) fort grossissement] (d’aprés Metzger et coll .,

2009).

51



Aganglionic Agang + NLB

50 pm 50 pm

Figure 14 : Explants tissulaires maintenus en culture seuls (A) puis en présence
de neurosphéres (B). (A) Le marquage immunohistochimique par Tujl montre la présence
de rares fibres nerveuses paralleles aux cellules musculaires lisses. (B) Apres culture pendant
5 jours en présence de neurospheéres, le marquage immunohistochimique réalisé chez le méme
patient montre la présence d’extensions nerveuses correspondant a une colonisation de

I’explant par les neurospheéres (d’aprés Metzger et coll ., 2009).
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3.3- Nouvelles méthodes d’étude du SNE

3.3.1- Etude ex vivo par double mucosectomie (‘no hole’ full-thickness biopsy)

Le choix d’un instrument devrait, a I’avenir, dépendre du type de plexus a analyser. En
effet, du fait de sa situation beaucoup plus superficielle, le plexus sous-muqueux est plus
facilement accessible par voie endoscopique alors que le plexus myentérique requiert des
biopsies chirurgicales par voie laparoscopique.

Parmi les techniques en voie de développement, il est nécessaire de souligner I’importance
de I’endoscopie interventionnelle. Afin d’obtenir une biopsie de I’intégralité de la paroi
gastriqgue sans recourir a une intervention chirurgicale, certaines auteurs ont proposé le
développement d’une nouvelle technique endoscopique de résection muqueuse appelée
‘endoscopic [no hole] full-thickness biopsy’ (Rajan et coll., 2008). Cette technique consiste a
réaliser deux mucosectomies superposées en limitant le risque perforatif par la pose préalable
d’anses largables et de systémes d’ancres métalliques (figure 15). Ce systéme a été évalué in
vivo dans un modeéle porcin ou toutes les biopsies ainsi réalisées contenaient du plexus
myentérique. Cependant, des perforations retardées survenaient chez 2 des 6 animaux ayant
eu la procédure, dles a des dislocations des anses largables ou métalliques. En pratique, cette
procédure actuellement a haut risque de complication nécessitera des améliorations
significatives et une morbidité quasi nulle avant de pouvoir étre envisagée comme une

technique diagnostique potentielle d’étude du SNE.
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Figure 15 : Technique de double mucosectomie gastrique in vivo chez I’animal pour
prélevement et ’étude du plexus myentérique par voie endoscopique.

(A) Une premiere mucosectomie est réalisée au capuchon, sans injection sous-muqueuse
préalable, permettant de mettre a nu la muscularis propria. (B) L’intégralit¢ de la paroi
gastrique sous-jacente est ensuite aspirée dans le capuchon, créant ainsi un pseudopolype, et
une anse largable de type Endoloop est mise en place a la la base de ce pseudopolype afin de
sécuriser la coupe. (C) Des ancres metalliques de type T-tag sont placées en position
adjacente au pseudopolype. (D) Une deuxiéme mucosectomie est réalisee sur le
pseudopolype, emportant ainsi I’intégralité de la paroi gastrique dont le plexus myentérique.
(E) Les ancres métalliques sont mises en tension afin de mettre en contact la séreuse de part et
d’autre de la zone de résection. (F) Marquage immunohistochimique a I’aide d’anticorps
dirigés contre NNOS montrant | ‘existence de neurones immunoréactifs nNOS au sein d’un

ganglion myentérique sur le fragment tissulaire réséqué (d’aprés Rajan et coll., 2008).
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3.3.2- Etude in vivo par dissection sous-muqueuse et endomicroscopie

Récemment, de nouvelles méthodes d’étude de la muscularis propria ont été proposées
comme alternative aux biopsies chirurgicales de type ‘full thickness’. Le principe de ces
nouvelles méthodes est d’obtenir une imagerie in vivo de la muscularis propria et du plexus
myentérique. Cette imagerie a eté rendue possible par la miniaturisation de microscopes
optiques, appelé ‘endomicroscopes. L’intérét de ce type d’imagerie, outre son caractére mini-
invasif par rapport a une biopsie chirurgicale, est de permettre une plus grande surface
d’exploration afin de minimiser le risque d’erreur d’échantillonage. Deux types
d’endomicroscopes existent : le premier type concerne des microscopes a fluorescence, fibrés
ou non, c’est a dire pouvant passer par le canal opérateur d’un endoscope (systeme Mauna
Kea Technologies) ou intégrés a un endoscope (systeme Pentax). A notre connaissance
aucune donnée n’a encore été publiée concernant les possibilités d’imagerie de la sous-
mugueuse par ces microscopes a fluorescence. En revanche des études sont en cours ou ont
été récemment publiées pour visualiser in vivo les neurones myentériques a I’aide d’un autre
type d’endomicroscope, ie. 1’endocytoscope (systeme Olympus). L’endocytoscope est
constitué d’un faisceau de fibres optiques de 3,4 mm de diamétre qui sont connectées a une
lentille grossissante a I’extrémité en contact avec le tissu, et a une source lumineuse et un
processeur a l’autre extrémité (figure 16A). Ainsi, Sumiyama et coll. (Sumiyama et coll.,
2009) ont étudie la muscularis propria gastrigue dans un modele porcin par
endocytoscopie. Dans cette étude, 1’accés endoscopique a la muscularis propria était obtenu
soit par résection muqueuse ‘classique’ c’est a dire par dissection sous-muqueuse, soit par une
nouvelle technique de valve sous-muqueuse créée endoscopiquement. La dissection sous-
mugueuse consiste a réséquer la muqueuse et la partie superficielle de la sous-mugueuse a
’aide de différents modéles de couteaux endoscopiques (pour revue, voir Kantsevoy et coll. ,
2008). La sous-muqueuse est donc mise a nu et ’application de 1’endocytoscope permet alors
d’obtenir des images de la sous-muqueuse et de la muscularis propria.

Une autre voie d’abord de la sous-muqueuse pour réaliser une imagerie in vivo avec
I’endocytoscope est la technique de valve sous-muqueuse, concept développé initialement
dans la chirurgie endoscopique transluminale par les orifices naturels (NOTES) (Sumiyama et
coll., 2008). Cette technique consiste a dilater 1’espace sous-muqueux a I’aide d’un ballon de
dilatation  endoscopique de 13mm apres injection  sous-muqueuse de @ 2-
mercaptoéthanesulfonate de sodium (C2H5NaO3S2)(MESNA). Le MESNA appartient a la

classe des composés thiols comportant un groupe sulfhydryl actif. 1l agit en dissolvant les
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ponts disulfure du tissu connectif situe entre les différents plans anatomiques, et prépare ainsi
la dissection endoscopique obtenue par le ballon de dilatation grace a son action chimique
préalable. Le ballon de dilatation est glissé dans 1’espace sous-muqueux aprés une courte
incision de 5 mm par un infundibulotome. L’espace ainsi créé¢ aprés dilatation permet
d’introduire un coloscope muni de I’endocytoscope afin d’imager la muscularis propria
(figures 16B et C).

Sumiyama et coll. ont utilisé ces 2 techniques d’accés endoscopique et ils ont conclu a
la supériorité de la technique de valve qui permet une imagerie optimale des couches
musculaires, probablement grace a une diffusion plus homogéne des colorants utilisés (bleu
de toluidine, crystal violet, bleu de méthyléne, sondes spécifiques Neurotrace et FM 1-43 FX).
Les deux sondes utilisées étaient la sonde Neurotrace (Molecular probes, Eugene, Ore) qui se
lie & la substance de Nissl exclusivement située dans les corps des neurones, et la sonde FM 1-
43FX. Cette derniére est une sonde membranaire cationique fluorescente qui se fixe dans les
terminaisons nerveuses et a ete utilisée pour identifier les neurones myentériques dans les
modeles animaux de souris. L’intérét de combiner ces 2 sondes est de visualiser a la fois le
cytoplasme et les terminaisons nerveuses des neurones myentériques. Sumiyama et coll. ont
ainsi pu identifier des cellules musculaires lisses a I’aide du bleu de toluidine, et des cellules
montrant des caractéristiques morphologies et immunohistochimiques de neurones
myentériques. Ces auteurs concluent a partir de cette étude a la faisabilité de créer par voie
endoscopique un espace sous-muqueux afin de visualiser in vivo la muscularis propria et ses
composantes neuronales. Cette étude, si elle était confirmée, ouvre de nouvelles perspectives
dans le diagnostic des pathologies motrices du tube digestif, et pourrait devenir le futur

standard en remplacant la biopsie chirurgicale.
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Figure 16 : Etude de la muscularis propria in vivo par endocytoscopie chez I’animal.

(A) Endocytoscope. Il s’agit d’un microscope fibré de 3,4 mm de diamétre pouvant passer par
le canal opérateur d’un coloscope. Une lentille grossissante (x450 ou x1100) permet d’imager
le tissu avec lequel elle est en contact, préalablement marqué au bleu de méthyléne.

(B) Vue endocytoscopique de la muscularis propria a un grossissement x450 ; les vaisseaux
sont clairement identifiables (V) de méme que les fibres musculaires lisses.

(C) Vue endocytoscopique de la muscularis propria a un grossissement x1100 ; les corps
cellulaires ainsi que les noyaux (N) des cellules musculaires lisses sont visualisables in vivo.

(d’apres Sumiyama et coll., 2009)
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4- La shigellose : un modéle expérimental pour I’étude des neuropathies

entériques induites par ’inflammation ?

4.1- Généralités

La shigellose (aussi appelée dysenterie bacillaire) est responsable de plus de 160
millions de cas annuels dont 1 million de morts, principalement chez les enfants en bas age, et
représente donc toujours un probléme de santé public majeur. Elle est causée par des
entérobactéries du genre Shigella, responsables de diverses manifestations allant de la
diarrhée aigué a un syndrome dysentérique caractérisé par une diarrhée aigué glairo-
sanglante. L’homme en est le seul réservoir. Shigella se transmet par voie féco-orale, le plus
souvent de facon directe du malade a son entourage. L’eau et les aliments souillés par des
déjections contenant Shigella peuvent eégalement transmettre la maladie. Les shigelles sont
extrémement infectieuses puisque 10 a 100 bacilles suffisent a provoquer la maladie (Ménard
et coll., 1996).

On dénombre 4 espéces constituant le genre Shigella : 1) S. flexneri qui comprend 6
sérotypes et représente I’espéce majoritaire dans les pays en voie de développement, 2) S.
sonnei (1 sérotype) surtout présente dans les pays industrialisés, 3) S. dysenteriae (16
sérotypes) et 4) S. boydii (8 sérotypes). Les deux premiéres espéces sont responsables de la
forme endémique de la maladie. La distribution géographique et la pathogénicité des quatre
especes sont différentes (Sansonetti et coll., 2006). Dans les pays en voie de développement,
on retrouve une forte incidence de S. flexneri avec une prédominance du sérotype Z2a.
Endémique dans certaines zones, cette espece est responsable de 32 a 58% des cas (Kotloff et
coll., 1999; Talukder 2001) et constitue la cause la plus fréquente de morbidité et de mortalité
(Sack et coll., 2001). S. dysenteriae type 1 ou bacille de Shiga est tres répandu et évolue selon
un mode épidémique, surtout dans les zones dont le niveau d’hygiéne est précaire (Talukder et
coll., 2006). Ainsi, des incidences 50 a 100 fois supérieures a celles des pays développés sont
observées, avec des taux de mortalité atteignant 25%. L'épidémie africaine de dysenterie due
a une souche multirésistante de S. dysenteriae 1 entrainant une mortalité élevée est
préoccupante (Allen et coll., 1994 ; Frost et coll., 1985). Dans les pays développés,
I’incidence est faible, d’environ 9 pour 100.000 habitants (USA). S. sonnei est I’espéce
prédominante et évolue selon un mode épidémique (Kimura et coll. 2004). S. flexneri est

beaucoup plus rare.
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4.2- Manifestations cliniques et complications

Le processus pathologique est trés rapide. La forme dysentérique aigué typique de
I’adulte débute brusquement, apres une incubation breve. Elle se caractérise par des douleurs
abdominales souvent accompagnées de vomissements, d’épreintes et de 1’émission
permanente de selles innombrables (jusqu’a 100 par 24h), glairo-sanglantes et purulentes,
voire hémorragiques. La fievre est élevée, avec altération de I’état général. Le malade guérit
le plus souvent spontanément en quelques jours et plus rapidement apres administration
d’antibiotiques. Des complications a court terme peuvent cependant survenir, surtout chez le
nourrisson et le jeune enfant : 1) le mégacolon toxique, 2) I’hypoglycémie, apanage des
infections a S. flexneri, et qui serait liée a une inhibition de la néoglucogénése, 3) les
translocations bactériennes, observées dans 4 a 8% des cas, essentiellement au cours des
infections séveres (Struelens et coll. 1985) et qui peuvent declencher des septicémies voires
des chocs septiques, 4) le syndrome hémolytique et urémique (SHU) qui correspond a une
microangiopathie résultant de lésions des petits vaisseaux et aboutissant a une anémie
hémolytique et a une insuffisance rénale aigiie (Keusch et coll., 1989), et 5) des crises
convulsives généralisées survenant a la faveur d’une hyperthermie majeure.

Des complications chroniques peuvent également survenir, dominées par un état
prolongé de malnutrition avec retard staturo-pondéral severe chez les jeunes enfants dont la
cause n’en est pas clairemement déterminée. La shigellose a récemment été reconnue comme
I’une des premiéres causes de malnutrition dans les pays en voie de développement. Enfin,
elle pourrait également entrainer des anomalies fonctionnelles digestives, en particulier un
SII. En effet, le développement d’un SII au décours de shigellose a été rapporté dans 7 a 31%
des cas, et dépendrait de la sévérité de D’atteinte initiale et de la durée de la diarrhée (Ji et

coll., J Gastroenterol Hepatol 2005 ; Kim et coll., Korean 2006).

4.3- Traitement de la shigellose

En dehors de la correction de 1’hyponatrémie, de I’hypoglycémie ou des crises
convulsives, le traitement repose sur 1’antibiothérapie qui permet généralement une guérison
rapide et sans séquelles. Cependant, on note actuellement I’émergence de souches
multirésistantes, particulierement de S. flexneri et S. dysenteriae 1, qui compliquent le
traitement. Ces espéces/sérotypes apparaissent fréquemment résistants a tous les antibiotiques

dits de premiére ligne (Ampicilline, Tétracycline, Sulfaméthoxazole-Triméthoprine,
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Chloramphenicol, Acide Nalidixique), et obligent a 1’'usage d’antibiotiques plus rares et bien
plus chers (Fluroquinolones et Céphalosporines de 3éme génération). A ce jour, les
fluoroquinolones telles que la ciprofloxacine et la norfloxacine sont actives contre Shigella,
mais des flambées dues a des souches de S. dysenteriae 1 résistantes a ces antibiotiques ont
été observées au Bangladesh, en Asie et en Afrique (Niyogi et coll., 2007). Il est tout a fait
justifié, compte tenu des connaissances sur les précédentes épidémies, de s’attendre ces
prochaines années a de nouvelles épidémies de shigellose dues a la résistance de S.
dysenteriae 1 aux fluoroquinolones, en particulier en Asie du Sud et vraisemblablement en
Afrique. Enfin, comme pour toutes les maladies diarrhéiques, le traitement prophylactique
repose sur I’amélioration des conditions d’hygiene et, a I’avenir, le développement d’un

vaccin (von Seidlein et coll., 2006).
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4.4- Lésions observées au cours de la shigellose humaine

Trés peu de travaux sont disponibles chez I’homme, en grande partie en raison de la sous-
médicalisation des zones d’endémie et de 1’absence d’explorations complémentaires. Au
Bangladesh, Raqib et coll. (1995) ont étudié en histologie standard et en immunohistochimie
les biopsies rectales de patients atteints de shigellose. Ces auteurs ont montré une
desquamation épithéliale importante associée a une diminution des récepteurs de diverses
cytokines comme 1’interféron gamma, le TNF-alpha, I'IL-1, I'IL6, 1-IL-4 et le TGF-beta & la
phase précoce de l'infection (entre le deuxiéme et le sixiéme jour). Cette diminution de
I’expression pourrait s’expliquer par I’internalisation des récepteurs induite par les cytokines,
la desquamation épithéliale. D’autres auteurs ont caractérisé les lésions tardives a partir de
I’analyse autopsique de cas fatals de shigellose (Butler et coll., 1989) et montré que les lésions
macroscopiques assocaient un cedéme muqueux, des €rosions et des ulcérations profondes.
Sur le plan microscopique, il existait un infiltrat inflammatoire de la lamina propria, des abces
cryptiques. En revanche, aucun travail chez ’homme n’a étudié les effets de Shigella au cours
de temps tres précoces (ie. a la phase asymptomatiques) de I’infection, ni sur les autres

composantes extra-muqueuses de la paroi colique, en particulier le SNE.

4.5- Modeéles animaux de shigellose

4.5.1- Modeles d’infection par les voies naturelles

Le modele de singe macaque infecté par voie intragastrique (Sansonetti et coll., 1991)
est probablement le modele le plus proche de ’homme, car cet animal peut développer une
shigellose sans recours préalable a une mise a jelin ou une antibiothérapie. L’ infection aboutit
a des altérations histologiques similaires a celles observées chez I’homme avec un infiltrat
inflammatoire important de la muqueuse, et une dégénérescence voire une disparition de
I’épithélium (Yoshikawa et coll., 1995). Ce modéle a été utilisé jusqu’a présent
essentiellement pour tenter de développer un vaccin contre la shigellose. Il comporte plusieurs
limites : 1) une proportion importante de singes (jusqu’a 18%) peut développer une shigellose
naturelle qui modifie leur immunité (Rout et Formal, 1975) ; ceci nécessite une sélection des
animaux en amont des expérimentations, 2) la dose infectante doit étre jusqu’a 100 millions

de fois plus élevée que chez I’homme, et 3) enfin, ce modéle est trés onéreux.
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Le modele de souriceau nouveau-né infecté par voie intragastrique (Fernandez et coll.,
2003) est sensible & Shigella ; il est pertinent pour Vérifier la virulence d’une souche.
Cependant, son intérét est limité par I’importance de la dose infectante (10° CFU), et par son
utilisation restreinte aux 4 ou 5 premiers jours de la vie, ¢’est a dire avant la maturation du
systéme immunitaire.

Le modele de cobaye avec infection par voie rectale de Shim et coll. (2007) est
probablement le plus intéressant. En effet, il est reproductible et posseéde des caractéristiques
histologiques comparables aux biopsies rectales de patients atteints de shigellose. Ainsi, ces
auteurs ont rapporté des signes inflammatoires dés la 6°™ heure, avec un épaississement
pariétal, une destruction tissulaire de la muqueuse et de la sous-muqueuse,un infiltrat
inflammatoire a partir de la 48éme heure. Trés peu de shigelles avaient envahi et colonisé
I’épithélium entre la 2°™ et la 6°™ heure post-infection. A la 24°™ heure, les bactéries étaient
situées dans la lamina propria et la sous-muqueuse, avant d’étre éliminées a la 48°™ heure.
(figure 17). Ce modeéle nécessite une dose infectante importante (10° CFU) mais il ne requiert

pas de traitement antibiotique préalable ni de jetine pour induire I’infection.
4.5.2- Modeles d’infection par ligature

Ces modeles sont par définition tres artificiels. Le modéle d’anse ligaturée de lapin est
largement utilisé. Il consiste a ouvrir la cavité péritonéale sous anesthésie générale et a
ligaturer des fragments d’intestin gréle d’environ 10 cm. La solution contenant le pathogene
est ensuite injectée dans la lumiére de ’anse intestinale. Le maintien de I’anse intestinale dans
son milieu permet de mesurer différents paramétres de I’inflammation : la morphologie des
villosités, la sécrétion de liquide, la production de cytokines et le recrutement de cellules
inflammatoires. Ce modele a notamment permis de démontrer que le blocage de la sécrétion
d’IL-8 diminuait considérablement les dommages tissulaires intestinaux en limitant I’afflux
de polynucléaires neutrophiles (Perdomo et coll., 1994). Il requiert cependant un jedne
préalable et une antibiothérapie pour favoriser le développement de I’infection.

Une variante intéressante (Rabbani et coll., 1995) consiste a réaliser un court-circuit
du caecum par ligature, afin d’éviter la protection par la flore caecale, et a instiller
directement les bactéries dans le colon droit. A la différence du modéle de lapin initial, ce
modeéle reproduit la réponse inflammatoire et les signes histologiques de la shigellose

humaine, sans nécessité de jeline ou d’immunodépression de I’animal.
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4.5.3- Autres modeles

En 1962, Voino-Yasenetsky et coll. ont proposé un modéle d’infection pulmonaire
chez la souris par inoculation intranasale de Shigella (Voino-Yasenetsky et coll., 1962). Ce
modele a été utilisé pour déterminer I’atténuation de la virulence, tester expérimentalement
I’immunisation, et déterminer la protection contre I’infection. Cependant, I’absence de
pertinence clinique par rapport au site d’infection constitue une limite majeure.

Le modele de xénotransplantation souris-homme (SCID) développé par Seydel et coll.
(1997) constitue une approche intéressante, notamment pour évaluer a différents temps les
effets de I’infection par Shigella. Ainsi, Zhang et coll. (2001) ont montré sur les fragments
intestinaux humains qu’une inflammation sévere et des dommages muqueux étaient
décelables dés la 4™ heure post-infection, et une destruction compléte muqueuse a partir de
la 8™ heure. Ces constatations étaient associés a une production intestinale humaine
importante d’IL-8, d’IL1-8 et a un afflux massif de polynucléaires neutrophiles. Cependant,
ce modele tres artificiel, qui implique une immunodépression, est peu reproductible car

difficile a manier du fait de sa complexite.
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Figure 17 : Modeéle de shigellose chez le cobaye

A la 48°™ heure post-infection, le marquage H&E montre une histologie normale chez les
animaux non-infectés vs. des érosions muqueuses voire une destruction muqueuse majeure
associée a un infitrat inflammatoire important chez les animaux infectés (A vs. D). De plus, le
marquage immunohistochimique par anticorps dirigé contre Shigella (en vert) et DAPI (en
bleu) montre ’absence d’invasion bactérienne chez les animaux non-infectés vs. une invasion
rapide par Shigella chez les animaux infectés a 12h (B vs. D) et 24h (E vs. F).

(d’apres Shim et coll., 2007)
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4.6- Physiopathologie de I’infection par Shigella flexneri

Les modéles cellulaires ont largement été utilisés pour comprendre les mécanismes
cellulaires d’infection de S. flexneri notamment dans les cellules de la BEI. Les modéles
cellulaires comportent soit des lignées humaines peu différenciées et non polarisées comme
Hela et Hep-2 cultivées en flacons, soit des lignées cultivées de maniére plus sophistiquée,
comme Caco-2 ou T84, sur des filtres permettant de générer des cellules polarisées avec des
membranes apicales et basolatérales et des jonctions serrées, voire une véritable bordure en
brosse intestinale (Philpott et coll, 2000). Ces modéles ont permis d’importantes avancées, en
particulier dans la compréhension des mécanismes moléculaires développés par Shigella pour
prendre le contrdle des cellules hotes. Trois phases d’invasion successives peuvent étre
décrites: 1) franchissement par Shigella de la BEI et infection des macrophages sous-jacents,
2) invasion de la cellule épithéliale et 3) propagation de I’infection de cellule a cellule.

4.6.1- Franchissement de la BEI et infection des macrophages

Shigella franchit la BEI en utilisant deux voies possibles : la voie directe lorsque les
bactéries s’attaquent directement a 1’épithélium (Sansonnetti, 2004), et le parcours ‘assisté’
impliquant les cellules M. Pouvant difficilement infecter les cellules épithéliales par leur pdle
apical, Shigella infecte les cellules M avant d’envahir la muqueuse colique au niveau de
I’épithélium (Sansonetti et coll., 2001). En effet, contrairement aux entérocytes, les cellules M
sont dépourvues de mucus, de glycocalyx et de microvillosités et elles sont donc accessibles
aux pathogenes endoluminaux. De plus, elles possedent une activité phagocytaire leur
permettant ‘d’échantillonner’ les antigénes présents dans la lumicre intestinale afin de les
présenter aux macrophages situés dans la mugueuse. Shigella infecte ensuite les macrophages
dont elle induit la mort par apoptose et la libération d’IL-1f3, apres son activation par caspase-
1 (Zychlinski et coll.,, 1994). Cette mort du macrophage démarre ainsi un processus
inflammatoire qui aboutit a un afflux massif de polynucléaires, et entraine la destruction de la
BEI et ’invasion massive de nouvelles bactéries a partir des 1ésions tissulaires (Perdomo et

coll., 1994) (figure 18).
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4.6.2- Invasion de la cellule épithéliale

Apres la phase précédente lui permettant de rentrer en contact direct avec les cellules
épithéliales, ette phase est caractérisée par une véritable ‘prise de commandes’ de la cellule

épithéliale par Shigella gréace a son appareil de sécrétion de type I11.

4.6.2.1- L ’appareil de sécretion de type II1

Sur le plan moléculaire, il a été démontré dés le début des années 1980 que le pouvoir
invasif de Shigella flexneri était codé par un grand plasmide de virulence, d’environ 220 kb
(Sansonetti et coll.,, 1980,1981,1982). Ce plasmide de virulence contient un filot de
pathogenicité de 30 kb codant pour un appareil de sécrétion de type 11l (TTSS). Véritable
aiguille moléculaire, le TTSS permet I'injection de protéines de la bactérie, encore
extracellulaire, dans le cytosol cellulaire (Hueck, 1998) soit pour induire I’internalisation de la
bactérie par les cellules épithéliales, soit pour neutraliser P’action des phagocytes
professionnels. L appareil de sécrétion de type III de Shigella a été visualisé par microscopie
¢lectronique et sa structure caractérisée. 1 se présente sous la forme d’un appareil composé de
deux paires de plateaux reliés par une région tubulaire vraisemblablement périplasmique,
ainsi que d’une aiguille exposée a la surface de la bactérie, pouvant atteindre plusieurs
dizaines de nanometres de longueur. L’acheminement de protéines bactériennes vers le
cytosol cellulaire pourrait se faire par I’intermédiaire d’un pore membranaire, constitué
vraisemblablement des premiéres protéines bactériennes exportées et assemblées dans la
membrane de la cellule hote. Ce pore a une taille estimée a 3 nm environ et contient

notamment les protéines IpaB et IpaC (Blocker et coll., 1999).

4.6.2.2- Les effecteurs bactériens

On dénombre environ 25 effecteurs pour S. flexneri (Buchrieser et coll., 2000), dont
certains interviennent sur [’organisation du cytosquelette d’actine, ce qui conduit a
I’internalisation des bactéries dans les cellules épithéliales (Tran Van Nhieu et coll., 2000).
Les effecteurs bactériens sont associés a des protéines chaperonnes qui évitent leur
dégradation protéolytique dans le cytoplasme de la cellule cible. Ainsi, IpgC se lie a IpaB et
IpaC, deux facteurs de virulence essentiels de Shigella, afin d’empécher leur dégradation

(Lunelli et coll., 2009). D’autres, de découverte plus récente, ont une action anti-
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inflammatoire comme OspG qui inhibe I'ubiquitinylation de IkBa et empéche ’activation de
NF-kB (Kim et coll., 2005).

Les protéines sécrétées par Shigella ont eté caractérisées comme ayant différents roles

dans I’invasion des cellules. Ainsi, La protéine IpaC participe a la formation du pore inséré au
contact de la cellule par I’appareil de sécrétion et induit la polymérisation de I’actine (Tran
Van Nhieu et coll., 2000). Le mécanisme par lequel cette protéine agit implique I’activation
des GTPases Cdc42, Rac et Rho. Cdc42 et Rac permettent la polymérisation d’actine alors
que Rho intervient plus spécifiquement dans le recrutement de composés nécessaires a la
transformation des extensions filopodiales en structure permettant I’internalisation de la
bactérie (Tran Van Nhieu et coll., 2000). Par ailleurs, la tyrosine kinase Src, qui est activée
durant I’entrée de Shigella, pourrait jouer un réle de coordinateur de I’activité des différentes
GTPases. En effet, I’activité kinase de Src, combinée a I’action de Cdc42 et Rac, est requise
pour le développement des foyers de polymérisation d’actine au site d’entrée de Shigella.
La protéine IpaA permet I'organisation des filaments d’actines polymérisée en structure
propice a I’internalisation de Shigella, en agissant a différents niveaux. Il a aussi été démontré
qu’lpaA se lie directement a la vinculine, protéine qui permet I’ancrage du cytosquelette
d’actine a la membrane plasmique (Bourdet-Sicard et coll.,, 1999). La fixation d’IpaA a la
vinculine conduit au dépliement de celle-ci et active 1’association du complexe IpaA-
vinculine aux filaments d’actine. Cette activation interviendrait dans la formation d’une
structure d’adhérence transitoire de la bactérie a la membrane de la cellule.

Des protéines, autres que celles citées précédemment, sécrétees par Shigella pourraient
étre impliquées dans I’invasion et la destruction de 1’épithélium intestinal. C’est le cas de
SepA, dont le géne est porté par un plasmide de virulence de Shigella qui code pour une
protéine précurseur de 150 kDa. Une fois sécrétée, la protéine est clivée et convertie en une
forme mature de 110 kDa. La construction d’un modéle de Shigella muté pour SepA a
démontré que cette protéine n’était pas indispensable a 1’invasion ou a la dissémination de la
bactérie dans I’épithélium intestinal (Benjelloun-Touimi et coll., 1995). Toutefois, dans un
modé¢le d’anses intestinales de lapin infecté par Shigella —SepA muté, I’atténuation de
I’invasion de la bactérie au sein de I’épithélium, suggere son role potentiel dans I’invasion
tissulaire. (Benjelloun-Touimi et coll., 1995).

Des travaux tres récents ont montré que Shigella était également capable de prévenir la
desquamation épithéliale, afin d’empécher I’hote de se débarasser du pathogene. En effet,
Kim et coll. (2009) ont montré que OspE (contitué des protéines OspE1 et OspE2), sécrété par

Shigella, renforce I’adhérence des cellules a la membrane basale, notamment en augmentant
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I’expression de I'intégrine 1. Une autre maniére de moduler la réponse inflammatoire de
I’hote est ’injection d’OspG par le TTSS. Cette protéine codée par le plasmide de virulence
permet de bloquer I’inflammation en dégradant le facteur I-kB (Kim et coll., 2005) et bloque

donc la signalisation de NF-kB.

4.6.2.3- Induction de la phagocytose

Les effecteurs bactériens permettent ensuite a Shigella de remodeler le cytosquelette
cellulaire afin d’induire son entrée dans des cellules naturellement non-phagocytaires (Clerc
et coll, 1987). En effet, ces effecteurs induisent la formation d’extensions cellulaires au
voisinage du site d’interaction bactérie-cellule. 11 a recemment été montré que ces extensions
sont dlies a une polymérisation de I’actine dépendant de Src via IpaC (Mounier et coll, 2009).
Ces extensions fines, appelées filopodes, s’allongent de plusieurs micrometres en I’espace de
quelques minutes, puis se transforment rapidement en feuillets membranaires, qui s’élévent au
dessus du corps bactérien et fusionnent pour conduire a I’internalisation de la bactérie dans
une large vacuole de phagocytose. Ces remaniements de la surface cellulaire sont induits par
la capacité de Shigella de réorganiser de maniere transitoire le cytosquelette cortical, en
controlant localement la polymérisation et la dépolymérisation des filaments d’actine, ainsi

que leur organisation (figure 19).
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Figure 19 : Photographie en microscopie éléctronique montrant P’internalisation de
Shigella flexneri (S. flexneri) par une cellule épithéliale. Les protrusions membranaires
conduisant a I’internalisation sont induites par S. flexneri a la surface de la cellule épithéliale.
Une fois internalisée, Shigella lyse sa vacuole de phagocytose et se multiplie librement dans

le cytoplasme (d’apres Philpott et coll., 2000).
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4.6.3- Propagation de I’infection de cellule a cellule

Une fois entrée dans la cellule, Shigella peut se mouvoir a des vitesses atteignant
10pm par minute. Cette mobilité intracellulaire permet a la bactérie d’atteindre la membrane
plasmique, ou elle induit la formation de protrusions qui peuvent s’invaginer dans des cellules
adjacentes (figure 20). Ces protrusions engendrent des vacuoles a deux membranes qui sont
ensuite lysées, permettant ’acces de la bactérie au cytosol de la cellule adjacente et donc le
passage de cellule & cellule. La mobilité de Shigella se fait par polymérisation de 1’actine
(Carlier et coll., 1999) ; en effet, la protéine bactérienne nécessaire et suffisante a la mobilité
de Shigella au sein de la cellule est IcsA/VirG, une protéine de membrane externe de 1102
acides aminés. La caractéristique majeure de cette protéine est la présence de répétitions
riches en glycine dans sa premiere partie. Cette protéine est distribuée de maniere polaire a la
surface de la bactérie. Quand on exprime IcsA chez E.Coli K12, les bactéries forment des
cometes similaires a celles de Shigella dans des extraits acellulaires. ICSA recrute une protéine
cellulaire N-WASP, qui a la capacité de recruter le complexe Arp2/3. Ce complexe devient
alors tres actif, c'est-a-dire qu’il est capable de catalyser 1’étape limitante de nucléation dans
le phénomeéne de polymérisation de I’actine (Egile et coll., 1999).

Un autre élément favorise la dissémination de Shigella de cellule a cellule. 11 s’agit des
jonctions intercellulaires communicantes GAP, constituées de protéines transmembranaires
comme les connexines. Les jonctions GAP s’oligomérisent pour former un hémicanal ou
connexon. Lorsque ces structures rentrent en contact avec un connexon présent dans une
cellule adjacente, elles forment un canal ouvert au travers duquel diffusent des seconds
messagers comme 1I’AMPc, le calcium ou I’inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) impliqué dans le
relargage du Ca** stocké dans le réticulum endoplasmique. 1l a été montré récemment que
Shigella a une dissémination accrue dans les cellules HelLa, qui expriment de facon stable la

connexine 26 (Tran Van Hieu et coll., 2003).
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Figure 20 : Photographie de microscopie éléctronique montrant la propagation de
Shigella flexneri (S. flexneri) de cellule a cellule. Lors de cette phase de réplication, elle se
déplace de maniére intracellulaire grace a ’assemblage et a la dépolymérisation de I’actine.
L’accumulation d’actine propulsant Shigella est visible derriére la bactérie.

(d’apres Philpott et coll., 2000).
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4.7- Conclusion et conséquences

Si tous les modéles cellulaires ou animaux précédemment décrits ont permis des
avancées majeures et significatives sur la compréhension des mécanismes moléculaires
d’invasion par Shigella, aucun ne reproduit les conditions de la shigellose humaine de fagon
satisfaisante. En effet, plusieurs biais existent : 1) les modeles cellulaires sont issus de lignées
épithéliales tumorales dans lesquelles sont intervenues des modifications génétiques, ou de
procédés d’immortalisation au cours desquelles elles perdent certaines caractéristiques du
tissu dont elles dérivent, dont la forme et la distribution des antigénes de surface, 2) la dose
infectante est beaucoup plus faible chez I'homme que dans les modeles animaux. Par
exemple, chez le singe macaque la dose infectante est 10 millions a 100 millions de fois
supérieure a celle de I’homme, 3) les variations interespéces, notamment en terme de
microflore autochtone, sont susceptibles de modifier considérablement le type d’inflammation
et les mécanismes moléculaires impliqués dans la survenue de la shigellose, 4) le type
d’atteinte varie considérablement en fonction en fonction du site d’infection dans les modéles
animaux. Enfin, aucune étude n’est disponible concernant les interactions entre Shigella et le
SNE.

Le but de notre travail a donc été d’étudier les interactions précoces entre S. flexneri et

les différentes composantes de la paroi colique humaine dans un modele organotypique,ainsi

que les meécanismes impliqués.
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- CONTRIBUTION A L'ETUDE DU
SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE
HUMAIN NORMAL ET PATHOLOGIQUE -
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Comme on I’a vu dans la revue générale précédente 1’étude du SNE chez I’homme
demeure difficile et le nombre de données réellement pertinentes sur un plan
physiopathologique est limité. Le programme de recherche que nous avons développé au sein
de I’'U913 et du service d’Hépatogastroentérologie de I'IMAD s’inscrit délibérément dans une
optique de recherche translationnelle. Ce programme impliquait deux objectifs qui ont été
suivis conjointement, mémesi la date de parution des travaux ne refléte pas toujours I’ordre
chronologique de leur réalisation. Ainsi nous avons souhaité, en temps que gastroentérologue
spécialisé en endoscopie, utiliser le matériel biopsique obtenu lors de coloscopies standard
pour des études du laboratoire portant sur la caractérisation du SNE tant du point de vue
morphologique que fonctionnel. Parallélement nous avons utilisé, toujours a partir de tissus
humains, les techniques du laboratoire pour explorer certaines pathologies ‘types’ de nature

dégénérative (la maladie de Parkinson) ou inflammatoire (la shigellose prise comme modele).
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. Utilisation de biopsies coliques pour I’étude du SNE humain

Méme si des travaux antérieurs ont utilisé des pinces a biopsie chirurgicales pour
I’étude des plexus muqueux, 1’approche choisie restait trés invasive (Schneider et coll., 2001).
De plus cette méthode était limitée a 1I’exploration de I’innervation du rectosigmoide. Notre
approche a consisté a utiliser des biopsies coliques standards chez des patients nécessitant une
exploration endoscopique.

Pour mener a bien cette étude de preuve de concept, nous avons réalisé des biopsies
coliques sigmoidiennes chez 3 patients ayant une coloscopie de dépistage aprés obtention de
leur consentement éclairé. Six biopsies étaient réalisées, par un seul endoscopiste, a I’aide
d’une pince a biopsie standard (FB220U, Olympus Co, Japon). Deux biopsies étaient
immergées dans du sérum physiologique a + 4°C, pendant moins de 1 heure, avant d’étre
disséquées. Les 4 autres biopsies étaients conservées dans I’azote liquide pour anaylse
ultérieure en Western Blot. Dans un premier temps, nous avons décrit la méthode d’étirement
et de dissection des biopsies permettant I’obtention de ‘whole-mounts’ pour réaliser une
analyse immunohistochimique bidimensionnelle du plexus sous-muqueux. Décrire la
méthode ; La taille moyenne de ces ‘whole-mounts’ était de 9,742 mm?. Dans un second
temps, nous avons évalué la densité ganglionnaire et neuronale au sein de ces whole-mounts.
Chaque biopsie contenait en moyenne 3,440,95 ganglions par mm?® et chaque ganglion
contenait 4,4+0,6 neurones, soit environ 150 neurones par biopsie. Les réseaux
interganglionnaires ainsi que les neurones isolés étaient clairement identifiables au sein des
préparations grace a I'immunomarquage par le NF200. Dans un troisiéme temps, nous avons
étudié la faisabilité de détection des protéines neuronales et gliales a partir des biopsies.
Chaque biopsie contenait en moyenne 435+153 pg de protéines. L’analyse en Western Blot
permettait de montrer la présence de protéines neuronales PGP9.5 et gliales S100(3 et GFAP.

Ce travail a été publié dans Neurogastroenterology and Motility (2009).

Dans un travail collaboratif (Etude Entéropark) entre I'IMAD et le service de
Neurologie du CHU de Nantes, nous avons également pu caractériser le phénotype neuronal
au cours de la maladie de Parkinson (MP). La MP est la 2™ maladie neurodégénérative avec
une prévalence estimée a 1,6% pour les personnes de plus de 65 ans en France. Elle se
caractérise par une triade associant un tremblement de repos, une akinésie, et des troubles du

tonus musculaire. Ces troubles sont la conséquence de lésions neurodégénératives dans la
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substance noire, qui sont caractérisées par la présence de corps de Lewy constitués en
particulier d’aggrégats d’o-synucléine. D’autre part, des études récentes montrent que le tube
digestif est aussi impliqué dans la physiopathologie, voire I’étiologie de la MP. En effet, 80%
patients développent des troubles digestifs et en particulier une constipation. Par ailleurs, des
études plus récentes suggérent que les Iésions au cours de la MP pourraient débuter dans le
SNE avant de se propager de maniére centripéte vers différentes structures du SNC, selon un
schéma proposé par Braak et coll. (2007). Aussi, la capacité de détecter des Iésions du SNE au
cours de la MP et du vivant du patient pourrait permettre a la fois une détection précoce et
aussi mieux comprendre les troubles digestifs.

Dans ce contexte, une étude (Entéropark) a été mise en place afin de caractériser les
Iésions éventuelles du plexus sous-muqueux chez les patients atteints de MP. Nous avons
caractérise les Iésions du plexus sous-muqueux chez 5 patients atteints de MP explorés par
coloscopie pour constipation, comparativement a 5 sujets sains (contrdles) explorés pour
dépistage de cancer colorectal et a 3 patients explorés pour constipation chronique. Dans cette
étude, il n’y avait pas de différence dans le nombre total de neurones ou la proportion de
neurones dopaminergiques entre les patients atteints de MP et les contréles, ni entre les
contréles et les patients ayant une constipation chronique. Néanmoins, dans 80% des biopsies
de Parkinson, la présence de fibres immunoréactives pour 1’a-synucleine (o-synucleine—IR)
¢tait détectée, alors qu’aucune fibre a-synucleine—IR n’était décelable chez les contrdles ou
les patients explorés pour constipation. Ces données pilotes ont été publiées dans Gut (2008).
En I’état actuel, ’étude Entéropark a inclus 27 patients atteints de MP et 9 témoins. Les
résultats préliminaires montrent une prévalence de 78% de biopsies positives pour la présence
de fibres a-synucleine—IR vs 0% chez les témoins, ainsi qu’une corrélation de la présence de
ces fibres avec I’existence des symptomes de Parkinson (données non publiées).

En conclusion, nos travaux ont mis en évidence la faisabilité de la caractérisation
morphologique et fonctionnelle du SNE a partir de biopsies coliques standard. De facon
intéressante, la sensibilité semble suffisante pour détecter des lésions du SNE évocatrices de
MP. Compte-tenu du caractére peu invasif des biopsies coliques, qui peuvent étre réalisées au
cours d’une endoscopie standard, cette approche pourrait constituer un outil séduisant pour
I’étude de 1ésions précoces au cours de la MP afin de mieux en comprendre les mécanismes
physiopathologiques, et identifier de nouveaux biomarqueurs. Finalement, la mise au point de
cette technique nous a permis, conjointement avec d’autres méthodes déja disponibles dans

1’U913, d’aborder 1’étude du SNE en situation physiologique et inflammatoire aigte.
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2- Lésions muqueuses et neuronales précoces observées dans le colon humain au cours

de P’infection par Shigella flexneri

Bien que la physiopathologie de I’infection par Shigella flexneri (S. flexneri) ait éte
largement étudiée dans des modeéles animaux et cellulaires permettant ainsi de caracteériser les
grands mécanismes impliqués, peu de données chez I’lhomme sont disponibles. En particulier,
il reste & démontrer que les facteurs de virulence de S. flexneri identifiés chez I’animal
puissent aussi participer aux processus pathologiques chez ’homme. Ainsi, la capacité de la
sérine protease Sep A a induire des Iésions de la barriere chez I’homme semblables a celles
observees in vivo chez I’animal reste a démontrer. Par ailleurs, bien que les effets de S.
flexneri sur la BEI et le systeme immunitaire aient été largement décrits, leur impact sur le
SNE reste a ce jour inconnu. Méme si le SNE n’est probablement pas directement impliqué
dans les phases aigués de la shigellose, son réle potentiel dans les troubles digestifs post-
infectieux est suggéré par analogie avec les syndromes de l’intestin irritable (SII) post-
infectieux observes dans 7 a 31% des cas (Ji et coll., J Gastroenterol Hepatol 2005 ; Kim et
coll., Korean 2006). Aussi, les buts de notre étude étaient: 1) de caractériser les effets
précoces de S. flexneri sur la muqueuse colique humaine, 2) d’identifier les facteurs bactériens
impliqués dans ces effets, et en particulier de caractériser le role de SepA, et 3) d’étudier les

effets éventuels de S. flexneri sur le SNE dans ce modéle colique humain.

Dans un premier temps, nous avons développé un modele de culture organotypique de
colon humain permettant 1’étude ex vivo des interactions précoces entre I’hote-et des
pathogenes. Un fragment colique humain prélévé a distance d’une tumeur colique au décours
immédiat d’une intervention chirurgicale était disséqué afin d’obtenir une préparation
contenant la muqueuse et la sous-mugueuse mais exempte de musculeuse. Ce spécimen était
alors étendu et fixé dans dans une boite de Petri recouverte de Sylgard et mis en culture
pendant 3heures en présence ou non des différentes souches de S. flexneri. A la fin de
I’infection, le surnageant était collecté et conservé a —80°C. Le tissu était ensuite traité de
facon adéquate pour réaliser des études morphologiques, immunohistochimiques, de
microscopie électronique ou de dosage protéique.

En utilisant ce modeéle, nous avons caractérisé dans un deuxiéme temps les effets
précoces de S. flexneri sur la muqueuse colique. Apres trois heures de culture, les tissus non
infectés possédaient des caractéristiques morphologiques normales avec une muqueuse

recouverte par un épithélium de surface et des cryptes integres. Cet aspect morphologique
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était préservé apres infection avec une souche de S flexneri non invasive, ie. BS176 qui est
dépourvue de son plasmide de virulence. En revanche, apres trois heures d’infection avec la
souche sauvage de Shigella M90T, on observait en microscopie optique une desquamation
majeure de 1’épithélium de surface (>50% de la surface épithéliale) et une diminution de la
hauteur de I’épithélium de surface. Des études en microscopie électronique ont confirmé ces
résultats. Elles ont aussi permis de révéler I’absence de S. flexneri dans les cellules
épithéliales et leur présence a proximité immediate voire dans des granulocytes. En revanche
des foyers bactériens denses étaient observés directement sous 1’épithélium de surface en
cours de desquamation. Enfin, de maniére surprenante, la sécrétion d’IL-8 dans le milieu de
culture était significativement réduite apres infection par S. flexneri sauvage par rapport a la
condition témoin.

Dans une troisiéme partie nous avons caractérisé ’impact de S. flexneri sur les
propriétés morphologiques et le phénotype neurochimique du SNE. Par des études en
microscopie électronique et optique nous avons montré que la souche invasive, mais pas la
souche non invasive, induisait des altérations caractéristiques de processus degénératifs a la
fois dans les neurones mais aussi dans les cellules gliales entériques. Concernant les neurones,
ces lésions se présentaient sous la forme de rétraction/contraction cellulaire, renflement
axonal, altération de la chromatine dans le noyau et de noyaux picnotiques pour les cellules
gliales. En outre, par méthode immunohistochimique, nous avons mis en évidence a la fois
une diminution de la surface cytoplasmique et de 1’intensité du marquage en neuron-specific
enolase (NSE) des neurones aprés infection des tissus avec la souche invasive. De maniere
intéressante, nous avons montré que ces derniéres modifications induites par S. flexneri
¢taient bloquées en présence d’un antagoniste des récepteurs NMDA, récepteurs métabotrope
au glutamate. De plus, nous avons montré que S. flexneri induisait une augmentation de la
proportion de neurones sous-muqueux immunoréactifs pour le VIP (VIP-IR). Néanmoins,
cette augmentation de la proportion de neurones immunoréactifs n’était pas associée a une
augmentation de la quantité de VIP totale mesuré par Elisa. Enfin, cet effet de S. flexneri sur
la proportion de neurones VIP-IR n’était pas bloqué par le MK-801.

Deux conclusions principales découlent de cette étude. D’une part nos travaux ont
permis de montrer que ce modele reproduit certains effets caractéristiques des lésions coliques
induites par S. flexneri chez les patients atteints de shigellose. En outre, ce modéle présente
I’avantage de pouvoir s’affranchir de la composante inflammatoire associée au recrutement
par voie sanguine, et de pouvoir moduler pharmacologiquement le modéle pour en préciser

les mécanismes physiopathologiques. En particulier, nous avons pu montrer chez ’homme
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que SepA jouait un réle nécessaire mais non suffisant pour induire les lésions de S. flexneri ;
elle renforce ainsi le role des protéases dans les processus de Iésions de la BEI. Concernant le
SNE, notre étude a permis de montrer que S. flexneri induit des lésions du SNE qui pourraient
participer au développement de processus post-infectieux observés apres certaines shigelloses
tels que le SIl. En outre, nous avons montré que S. flexneri induit des processus
neurodégénératifs chez I’homme et nous avons ainsi pu poser les bases d’études
pharmacologiques visant a étudier ou prévenir les processus neurodégénératifs du SNE. Dans
ce contexte, nos travaux suggerent aussi le role clef joué par le glutamate, via I’activation de

récepteurs au NMDA, et des processus excitotoxigques associés.

Ces travaux ont été publiés dans PlosOne (2009).
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- DISCUSSION GENERALE -
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Ce travail de theése s’inscrit dans un axe de la Neurogastroentérologie encore peu
développé. En effet, les travaux réalisés au cours de ces trente derniéres années se sont
principalement concentrés sur la régulation physiologique par le SNE de fonctions digestives
telles que la motricité et/ou le maintien de I’homéostasie de la barriére épithéliale intestinale
(BEI). Ces progrées ont été réalisés en combinant principalement des méthodes
d’¢électrophysiologie et d’immunohistochimie. En revanche I’impact du SNE dans les
pathologies humaines reste mal connu. C’est dans ce contexte général que notre travail de
thése s’est organisé selon deux axes principaux : d’une part, le développement d’outils
permettant d’¢tudier le SNE au cours de pathologies digestives et extra-digestives chez
I’homme et, d’autre part, le développement d’un modele d’étude de 1ésions du SNE au cours
de processus inflammatoires.

Dans un premier temps nos travaux ont permis de développer et de valider une nouvelle
méthode d’étude du SNE chez I’homme. Celle-ci est basée sur 1’analyse de biopsies coliques
a l’aide de pinces endoscopiques souples. 11 s’agit d’une méthode peu invasive, facilement
utilisable en routine clinique pour le diagnostic et I’étude des neuropathies entériques. Elle
permet non seulement une analyse morphologique bi-dimensionnelle du SNE par
immunomarquage, mais aussi la recherche et I’analyse de protéines neuronales et gliales par
Western blot ou éventuellement par spectrométrie de masse. Une découverte surprenante était
la forte rentabilité par biopsie de notre méthode en terme de nombre de ganglions et de
neurones décelables en immunomarquage. L’analyse du plexus sous-mugqueux en
immunomarquage permet également d’évaluer I’intensité de la neuron-specific enolase
(NSE), marqueur qui refléte la ‘viabilité” neuronale, ainsi que le contenu en neuromédiateurs
qui est susceptible d’étre modifié lors des phénomenes de plasticité neuronale. Notre méthode
combine donc plusieurs avantages, dont la facilité d’accés au plexus sous-mugueux colique, la
bonne acceptablité des biopsies aupres des patients, la possibilité de reproduire 1’analyse au fil
du temps pour une pathologie et un patient donné. Elle permet de caractériser le SNE au cours
de pathologies comme la maladie de Parkinson.

Néanmois, les limites de notre méthode sont les suivantes : la premiére est la courbe
d’apprentissage relativement longue des techniques de dissection des biopsies. Ce caractere
contraignant contraste avec la simplicité de réalisation des biopsies lors de 1’endoscopie, et
pourrait ralentir la diffusion de cette méthode en dehors de centres ayant un fort intérét en
Neurogastroentérologie. En particulier, I’investissement humain nécessaire afin d’obtenir et
d’analyser de fagon fiable le plexus sous-muqueux a partir des biopsies coliques ne devrait

pas étre sous-estimé. Le développement de techniques d’aide a la dissection des plexus et au
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comptage automatisé par ordinateur serait souhaitable. La deuxiéme est le faible taux de
protéines neuronales par rapport au reste du tissu. Cependant, les techniques d’enrichissement
par immunoprécipitation pourraient constituer un moyen de surmonter cette difficulté. La
troisiéme difficulté consiste a transposer cette méthode a I’cesophage ou a I’estomac pour
caracteriser le plexus sous-muqueux. En effet, les ganglions sous-muqueux sont trop rares au
niveau oesophagien et trop profonds au niveau gastrique pour pouvoir étre captés par des
biopsies standard. La quatriéeme limite est I’absence d’acceés par ces méthodes au plexus
myentérique, qui pourrait étre plus pertinent pour 1’étude de certaines neuropathies entériques.
Le développement actuel de techniques d’endoscopie interventionnelle dédiés a la
réalisation de résections tissulaires plus profondes en limitant le risque de perforation pourrait
contribuer a améliorer I’étude du plexus myentérique. A DI’avenir, il sera nécessaire de
développer, comme cela a été le cas pour 1’é¢tude de la BEI, des outils moléculaires plus
performants pour 1’étude du SNE et le diagnostic des neuropathies entériques. Une telle
approche a déja éte envisagée par Sumiyama et coll. (2009) qui ont montré dans un modeéle
animal qu’il était possible de visualiser des neurones myentériques a partir de sondes
fluorescentes appliquées in vivo et ciblant sélectivement soit le corps neuronal soit les
terminaisons nerveuses. De plus, il ont couplé ces techniques d’application de sondes
neuronales a des techniques endoscopiques interventionnelles et diagnostiques permettant
d’accéder a la sous-muqueuse pour y insérer un endoscope muni d’un microscope. Sous
réserve de leur application a I’homme pour des raisons éthiques, ces nouvelles approches
endoscopiques pourraient a I’avenir révolutionner le diagnostic des neuropathies entériques.
Dans un deuxiéme temps, nous avons mis au point un modéle organotypique de
muqueuse colique humaine. Ce mode¢le s’est avéré pertinent non seulement pour 1’étude du
SNE, mais aussi pour 1’étude des effets de Shigella a des temps trés précoces. Concernant le
SNE, nos travaux ont montré pour la premiére fois I’existence d’une dégénérescence
neuronale au cours de l’infection par Shigella, ainsi que I’induction d’une plasticité du
phénotype neurochimique neuronal. Si cette neurodégénérescence se confirmait in vivo et
atteignait le plexus myentérique, ce phénomeéne pourrait étre incriminé dans la survenue d’un
mégacolon toxique qui complique environ 5% des shigelloses (Bhimma et coll., 1997).
D’autre part, ces processus neurodégénératifs pourraient €¢galement étre impliqués dans le
syndrome de I’intestin irritable qui affecte environ 15% des patients aprés une shigellose
(Kim et coll., 2006). Néanmoins, I’ampleur des phénoménes de neurodégénerescence pourrait
étre surestimée par notre modeéle en raison de conditions différentes de celles observées au

cours de la shigellose humaine ; en effet, la ‘charge’ bactérienne dans notre modéle est
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probablement supérieure a la situation rencontrée en pathologie humaine car ce modele
comporte une dévascularisation empéchant de surcroit le recrutement des cellules
inflammatoires dotées d’effets bactéricides. Enfin, D’absence de péristaltisme et de
renouvellement du milieu de culture favorise la prolifération bactérienne.

A ce stade se pose aussi la question de la spécificité de la réponse du SNE au cours
d’autres infections aigiies. Des données précédemment obtenues dans notre laboratoire sont
en faveur de la spécificité de cette réponse vis-avis de Shigella. En effet, I’infection par la
toxine B du Clostridium difficile (C. difficile) dans un modéle identique d’organotypie a
révelé ’absence de processus neurodénégératif malgré une réponse inflammatoire importante.
De plus, alors que la toxine B du C. difficile induisait c-fos dans les neurones entériques, cet
effet n’¢était pas observé lors de I’infection par Shigella (Neunlist et coll., 2003).

Nous avons identifié indirectement un facteur causal potentiel ie. le glutamate qui
induisait ce processus via une voie NMDA-dépendante. Ces résultats sont en accord avec les
effets excitotoxiques connus du glutamate dans le SNE et le SNC (Greenwood et coll., 2007).
En particulier, Kirchgessner et coll. (1997) ont montré que le glutamate induisait une mort
rapide des neurones entériques. Dans ce contexte, les processus de dégenérescence des CGE
induits par Shigella pourraient aussi potentialiser les effets excitotoxiques du glutamate ; en
effet, les CGE sont supposées participer aux processus de détoxification du glutamate en le
captant et en le transformant en glutamine. Néanmaoins, la source de glutamate responsable de
ces éventuels effets reste a déterminer. La mise au point de ce modele de neurotoxicité permet
d’envisager de tester la capacité d’agents neuroprotecteurs sur le SNE humain.

Enfin, I’observation a priori contradictoire, d’une part, d’une augmentation de la
proportion de neurones immunoréactifs pour le VIP et, d’autre part, de la diminution de la
concentration de VIP dans la sous-muqueuse pourrait étre le reflet de la dégénérescence des
fibres nerveuses. En effet, un tel résultat a été observé par Schulte-Bockholt et coll. (1995) qui
ont rapporté une élévation de ’ARNm du VIP parallélement a une diminution des fibres
VIPergiques au cours de la rectocolite hémorragique. Une telle diminution des fibres
VIPergiques est observée dans différents modeles animaux au cours de 1’inflammation aigle ;
elle est suivie d’un retour a sa valeur d’origine quelques semaines apres I’induction de 1’état
inflammatoire (Simpson et coll., 2008). Cette perte de VIP pourrait aussi conduire a une
amplification des lésions induites par Shigella car le VIP augmente la résistance de la BEI
(Neunlist et coll., 2003). Elle possede enfin des effets anti-inflammatoires importants (Abad et
coll., 2003).
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Un dernier aspect intéressant de notre modéle est sa capacité a étudier la shigellose
humaine & une phase trés précoce, a la fois dans le temps mais aussi du fait de ’absence de
recrutement inflammatoire. Il permet ainsi d’étudier 1’effet propre de Shigella sur la BEI.
Notre étude suggere également que la présence de cellules M n’est pas indispensable a
I’infection de la BEI par Shigella. En effet, méme si Shigella peut interagir préférentiellement
avec les cellules de 1’épithélium folliculaire, cette interaction n’est pas nécessaire pour induire
le processus infectieux dans notre modéle. Ces résultats sont aussi en accord avec notre
observation du rdle joué par la sérine-protéase SepA dans le processus de desquamation. En
effet, SepA est nécessaire pour induire les lésions de la muqueuse. Méme si les mécanismes
impliqués restent a élucider, SepA pourrait, comme d’autres protéases, induire une rupture de
la BEI et de sa perméabilité et ainsi faciliter les processus invasifs de Shigella.

Notre modéle comporte plusieurs limites: 1) la dose infectante est probablement
beaucoup plus élevée qu’au cours d’une shigellose, 2) il existe une hyperprolifération de SF
dans le milieu du fait de ’absence d’expulsion de I’agent pathogene. Cette condition pourrait
d’ailleurs étre comparée a celle qui existe lors du mégacolon toxique. 3) La flore commensale
est altérée, ce qui limite son rdle protecteur, 4) I’hypoxie inhérente a la dévascularisation du
modele est aussi probablement responsable d’une susceptibilité accrue du tissu a Shigella car
I’état inflammatoire de base fragilise la BEI (données non publiées). En effet, un pré-
traitement de cellules Caco-2 par TNF-o et interféron augmente ’invasion de la BEI par
Shigella. Cette susceptibilité pourrait se manifester par une fragilisation épithéliale qui
potentialise la virulence de Shigella. Ces limites contribuent a rendre notre modele artificiel
en comparaison de ‘la vraie vie’. Néanmoins, il semble pertinent car il reproduit les lésions
histologiques observées chez ’homme, et les modeles animaux les plus proches de I’homme
comme le macaque, le cobaye et le modéle de lapin avec court-ciruit caecal. Par rapport a ces
modeéles animaux, notre modéle organotypique présente cependant deux limites importantes.
D’une part, il ne permet pas de caractériser la réponse inflammatoire, qui est limitée aux
cellules résidentes en 1’absence de recrutement inflammatoire. D’autre part, il ne peut étre
maintenu en culture plus de quelques heures, et il ne consitute donc pas un modéle adéquat
pour I’étude & moyen et long terme des phénomenes de plasticité neuronale et de
neurodégénérescence. Cette étude pourrait en revanche étre menée chez 1’animal.

En conclusion, nos travaux ont permis de développer une méthode d’étude du SNE
utilisable en clinique dans les pathologies coliques humaines, et de démontrer le role de
I’inflammation dans le développement précoce de neuropathies entériques. D’ une part, ils ont

montré la possibilité d’étudier le SNE en combinant des approches immunohistochimiques et
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de Western blot du plexus sous-muqueux interne a partir de biopsies coliques obtenues au
cours d’une coloscopie standard. D’autre part, I’approche organotypique a montré que S.
flexneri induisait des altérations majeures et précoces de la BEI associées a une plasticité
neuronale et des phénomeénes de neurodégénérescence. Méme si les résultats rapportés ici sont
majoritairement descriptifs, nous avons également pu aborder divers aspects mécanistiques
impliqués dans ces phénomenes. Ainsi, nous avons pu identifier le rdle-clé de la sérine
protéase SepA dans la survenue des Iésions de la BEI, et suggérer I’implication du L-NAME
dans la plasticit¢ neuronale ainsi que celle du glutamate dans les phénomenes de
neurodégénérescence.

Les perspectives qui découlent de ces travaux sont multiples. D une part, I’utilisation de
biopsies digestives ouvre des perspectives a la fois sur le plan pronostique et thérapeutique.
Par exemple, leur caractére non ou peu invasif permet de les répéter chez un patient donné,
éventuellement en fonction du traitement, afin de suivre I’évolution ou la régression d’une
pathologie impliquant le SNE et elles pourraient ainsi aider a mieux évaluer le pronostic d’un
patient. Sur le plan thérapeutique, une avancee spectaculaire récente a été rapportée par
Metzger et coll. (2009), qui ont montré que les biopsies digestives permettaient de cultiver des
cellules souches neuronales (CSN) afin de recoloniser des explants tissulaires de patients
ayant une maladie de Hirschprung. Si elle était confirmée, la possibilité de réaliser une
veritable transplantation de neurones entériques a partir de biopsies muqueuses pourrait
également transformer le pronostic de patients ayant des altérations severes du SNE. Dans ce
cas l’analyse préalable par les biopsies muqueuses pourrait orienter les indications
thérapeutiques. D’autre part, ce travail valorise aussi notre modéle organotypique comme
outil d’évaluation d’autres agents pathogénes induisant des 1ésions de la BEI, et de I’efficacité
de nouvelles molécules thérapeutiques dans diverses conditions inflammatoires aigues. Ce
modeéle peut également étre envisagé sur le versant de la neurogastroentérologie comme un
moyen unique d’étudier les effets d’un agent pathogéne ou d’une substance pharmacologique
sur les neurones entériques et les cellules gliales, et ainsi aider a I’identification de futures

cibles thérapeutiques.
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Neuropathies entériques : méthodes d’exploration et caractérisation dans un modéle expérimental humain
de shigellose

Résumé : Le systéme nerveux entérique (SNE), constitué de neurones et de cellules gliales entériques, est un
régulateur clef des fonctions digestives. Néanmoins, la nature des lésions du SNE au cours des principales
pathologies digestives ainsi que le role de I’inflammation restent mal connus. Ce travail de thése visait : 1) a
développer une méthode permettant d’étudier les neuropathies du SNE chez I’homme, et 2) a caractériser ex vivo
les atteintes du SNE dans le colon humain dans un modéle d’inflammation aigué induite par Shigella flexneri (S.
flexneri) afin d’identifier les mécanismes physiopathologiques mis en cause. Dans un premier temps, nous avons
montré la possibilité d’étudier le SNE sur des biopsies coliques humaines en combinant des approches
immunohistochimiques et de Western blot du plexus sous-muqueux interne. Parallelement, nous avons
développé un modele de culture organotypique afin de caractériser les interactions précoces entre le SNE et S.
flexneri. Nous avons ainsi montré que S. flexneri induisait une plasticité neuronale bloquée par un inhibiteur de
la NOS (L-Name), ainsi qu’une dégénérescence neuronale et gliale inhibée par un antagoniste des récepteurs
NMDA au glutamate. Outre les lésions du SNE, nous avons montré que S. flexneri induisait des altérations
majeures de la BEI et identifié le role clef de la sérine protéase SepA dans I’induction de ces 1ésions.

Mots-clés : systéme nerveux entérique, barriere épithéliale intestinale, inflammation, Shigella flexneri, plasticité

neuronale, neurodégénerescence, VIP, L-Name, glutamate.

Enteric neuropathies: exploration methods and characterization in a human experimental model of
shigellosis

Abstract : The enteric nervous system (ENS) is composed of neurons and enteric glial cells. It plays a major
role in the regulation of digestive functions. However, the nature of ENS lesions during the majority of digestive
disease, as well as the role of inflammation, is poorly understood. The aims of this study were : 1) to develop a
routine method allowing characterisation of enteric neuropathies in humans, and 2) to characterise the ENS
alterations ex vivo in a human colonic model of shigella infection and identify the mechanisms involved. Firstly,
we demonstrated the accuracy of human colonic biopsies to study the ENS, by combining immunohistochemical
and Western blot methods. Secondly, we developed an organotypic culture model to study early interactions
between the ENS and Shigella flexneri (S. flexneri), and showed that S. flexneri induced a neuronal plasticity that
was bloked by NOS inhibitor (L-Name), as well as neuronal and glial damages that were prevented by NMDA
receptors to glutamate. Beyond ENS alterations, we also noted a major disruption of the intestinal epithelial
barrier and identified the key role of the SepA serine protease in these alterations.

Key words : enteric nervous system, intestinal epithelial barrier, inflammation, Shigella flexneri, neuronale

plasticity, neuronal damages, VIP, L-Name, glutamate.
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