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Controle de la survie neuronale par les cellules gliales entériques dans des conditions de

stress oxydant

Résumé: Des phénomeénes de neurodégénérescence du systéme nerveux entérique (SNE) ont été
décrits au cours d’états inflammatoires intestinaux et chez des malades atteints de pathologies
neurodégénératives centrales. Par ailleurs, des études récentes ont montré I'importance des cellules
gliales entériques (CGE) dans le contréle des fonctions neuronales. Néanmoins, le réle
neuroprotecteur potentiel de ces cellules reste tres mal connu. Aussi, le but de ce travail de these
était de mettre en évidence le controle de la survie neuronale par les CGE et d’identifier les
mécanismes et les médiateurs impliqués. En utilisant une stratégie d’infection adénovirale, nous
avons d’abord montré que la destruction spécifique des CGE présentes dans les cultures primaires
induisait une dégénérescence des neurones entériques en conditions basales mais aussi lors d’un
stress oxydant induit par la dopamine ou le peroxyde d’hydrogéne. La co-culture de lignées de CGE
avec les cultures primaires de SNE ou avec une lignée de neuroblastome humain permet une
réduction de la mort apoptotique des neurones induite par le stress oxydant. L'ajout de milieu
conditionné de CGE reproduit cet effet neuroprotecteur démontrant ainsi I'implication de facteur(s)
soluble(s) dans la neuroprotection. Parmi les médiateurs impliqués, nous avons identifié le glutathion
réduit (GSH), qui aurait une action directe sur le microenvironnement neuronal. L'implication du GSH
a été démontrée en inhibant sa synthése a la fois par des approches génétiques (ARN interférence)
et pharmacologiques. Par ailleurs, Nous avons mis en évidence I'implication d’un autre médiateur, la
15d-PGJ,, dérivée des oméga-6, qui permet une protection préventive et a long terme. L'implication
de la 15d-PGJ, a été démontrée en bloquant la synthése de cette molécule au sein les CGE par ARN
interférence. Enfin, nous avons mis en évidence une neuroprotection par les cellules épithéliales
intestinales qui sont présentent a proximité des neurones. En conclusion, nos travaux démontrent
gue les CGE possedent des capacités neuroprotectrices dans le SNE lors d’un stress oxydant induit. La
capacité neuroprotectrice des CGE, similaire a celle décrite pour les astrocytes du systéme nerveux
central, pourrait étre utilisée comme une cible thérapeutique au cours des neuropathies entériques.
Mots-clés : systeme nerveux entérique, cellules gliales entériques, stress oxydant, dopamine,
peroxyde d’hydrogéne, neurodégénérescence, neuroprotection, Caspase3, glutathion réduit, 15d-PGJ,
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Introduction générale

L'oxygene représente apres |'azote I'élément le plus abondant dans
I'atmosphere (21%). Il a été découvert en 1772-1774 par Lavoisier. Indispensable a
la vie aérobie, il est utilisé par les mitochondries pour produire de I'énergie.
Cependant une partie de I'oxygene (0,4 a 4%) n’est pas completement convertie en
énergie. Il en résulte une production de molécules oxygénées trés réactives
appelées espéces réactives de I'oxygéne (ERO) qui vont attaquer les différents
constituants de la cellule. En conditions physiologiques, ces ERO sont rapidement
éliminées par les systemes de défense anti-oxydante de la cellule. Toutefois
certaines situations sont associées a un excés de production d’ERO ou a un déficit

dans les systemes de défense : c’est I’état de stress oxydant.

Le cerveau utilise a lui seul 20% de I'oxygéne de I'organisme alors qu’il ne
représente que 2% du poids de I'organisme. Cette activité métabolique intense le
rend particulierement susceptible au stress oxydant. En effet, le stress oxydant est
impliqué dans la génération et la progression d’un grand nombre de maladies

neurologiques, en particulier les pathologies neurodégénératives.

Un « deuxiéme cerveau » plus primitif se trouve au niveau du tube digestif.
Composé de ganglions organisés en plexus, ce réseau est retrouvé tout le long du
tube digestif, de I'cesophage jusqu’au rectum. Il contrOle ainsi les différentes
fonctions du tube digestif. La neuro-gastroentérologie, science qui s’est développée
au cours des trente derniéres années, est basée sur I’étude du controle nerveux des
fonctions digestives. Le systéme nerveux entérique comprend deux populations
cellulaires majeures: les neurones entériques et les cellules gliales entériques

(CGE).

De nombreuses pathologies digestives sont associées a une atteinte du SNE.

Les réponses inflammatoires et/ou immunitaires impliquent ainsi une production



tres élevée d’'H,0, et de radicaux libres qui vont attaquer les cellules avoisinantes,
notamment les cellules du SNE, ce qui se traduit par un processus de

neurodégénérescence.

Mises en évidence en 1899, les CGE ont longtemps été considérées comme
de simples cellules de soutien du tissu nerveux. Ce n’est que derniérement que
différents laboratoires ont commencé a s’intéresser a cette population. Par analogie
avec les astrocytes du systéme nerveux central, les cellules gliales seraient
impliquées dans le contréle des fonctions neuronales, notamment le contréle du
phénotype neurochimique et de la survie neuronale. Cependant, le role que jouent
les cellules gliales entériques dans le contréle de la survie neuronale est trés peu

connu.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été de caractériser le role
des cellules gliales entériques dans le contrdle de la survie neuronale, en conditions
de base et en réponse a un stress oxydant induit par la dopamine et le peroxyde

d’hydrogéne.

* %k %k

Cette thése est structurée autour de trois articles : un publié, un deuxieme
en révision et un troisieme en préparation. Ces articles sont précédés d’une étude

bibliographique qui sera composée des themes suivants :

- le systeme nerveux entérique et ses différentes fonctions ;

- les populations cellulaires majoritaires du systeme nerveux entérique,
neurones entériques et cellules gliales, et leurs fonctions respectives ;

- le stress oxydant et ses conséquences au niveau du systéme nerveux
central ;

- la population gliale du systeme nerveux central (SNC) et son implication
dans la neurodégénérescence ;

- les neuropathies entériques et I'atteinte gliale au cours de ces

neuropathies.



Etude bibliographique

1 Le systeme nerveux entérique

1.1 Caractéristiques générales du systéme nerveux entérique

Le terme de systéeme nerveux entérique (SNE) désigne un ensemble de
réseaux neuronaux qui s’étend tout le long du tube digestif (TD), de I'cesophage au
rectum. D’abord considéré comme un simple relai post-ganglionnaire faisant partie
du systéme nerveux parasympathique, des études menées a la fin du 19°™ siecle
ont mis en évidence le caractére autonome du SNE vis-a-vis du systeme nerveux
central, le considérant comme une entité a part. Cette définition plus ou moins
radicale a été émise pour la premiére fois en 1905 (Langley and Magnus 1905). Il a
fallu attendre ensuite plusieurs décennies pour voir émerger cette nouvelle science

gu‘est la neuro-gastroentérologie.

L'exploration histologique de la paroi intestinale permet d’identifier un
réseau nerveux extrémement complexe innervant les muscles, I'épithélium et les
vaisseaux sanguins. Le SNE est constitué de 100 millions de neurones, ce qui
équivaut au nombre de neurones dans la moelle épiniere (Goyal and Hirano 1996).
Ces neurones sont groupés en ganglions organisés en deux réseaux majeurs qu’on
appelle plexus; le premier est situé entre les couches musculaires circulaire et
longitudinale (plexus myentérique ou d’Auerbach); le second se trouve dans la

couche sous-muqueuse (plexus sous-muqueux ou plexus de Meissner) (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique d’une % coupe transversale de I'intestin.

Le systéme nerveux entérique est constitué de ganglions organisés en deux plexus principaux : le
plexus myentérique ou plexus d’Auerbach situé entre la couche musculaire circulaire et la couche
musculaire longitudinale ; et le plexus sous-muqueux ou plexus de Meissner situé a proximité de la
mugqueuse (INSERM U913).

1.2 Découverte et mise en évidence du SNE

eme

L’étude des structures neuronales digestives a commencé au cours du 19
siecle. Les plexus sous-muqueux et myentérique ont été identifiés en 1857 par G.
Meissner et en 1864 par L. Auerbach (Meissner 1857; Auerbach 1864; Timmermans
et al. 1997). Ensuite, les expériences réalisées par Ramoén y Cajal ont permis de
montrer I'existence de différents types de neurones au sein de l'intestin (Cajal
1893). En 1899, I'histologiste russe A. S. Dogiel a établi une classification des
différents types de neurones entériques en se basant sur leur morphologie (Dogiel

1899).

Cependant, les premiers travaux sur les fonctions du SNE ont été réalisés par
Bayliss et Starling sur l'intestin gréle en 1899 puis sur le célon de chien en 1900. Ils

ont montré que l'intestin isolé et dénervé présentait des contractions polarisées



(contraction du c6té oral et une relaxation du c6té anal) en réponse a des
stimulations mécaniques ou de facon spontanée. lls définissent ainsi la « loi de
I'intestin » et identifient le plexus d’Auerbach comme responsable du contréle du

réflexe péristaltique (Bayliss and Starling 1899; Bayliss and Starling 1900).

Leurs travaux ont été complétés par J. N. Langley qui montra que cette
contraction persistait apres dégénérescence des afférences nerveuses, prouvant le

caractére intrinseque de ce réflexe (Langley and Magnus 1905).

1.3 Ontogénese du systeme nerveux entérique

1.3.1 Colonisation du tube digestif par les cellules de la créte neurale

Les premieres études sur le développement embryonnaire du SNE ont été
menées par Kuntz en 1910 (Kuntz 1910). En étudiant les précurseurs des ganglions
sympathiques des plexus cardiaques et gastro-intestinaux, il a observé que les
précurseurs des cellules du SNE proviennent du segment vagal de la créte neurale.
Son hypothése a été confirmée plusieurs années plus tard par Jones en 1942 puis

par Yntema et Hommond en 1954 (Jones 1942; Yntema and Hammond 1954).

Les différentes composantes du SNE proviennent des cellules de la créte
neurale (NCC) qui migrent a partir des segments vagal, sacré et rostro-troncal du
neurectoderme (Burns and Le Douarin 2001; Newgreen and Young 2002). La
majorité des cellules du SNE dérivent du segment vagal (somites 1- 7). Les NCC du
segment sacré vont coloniser uniguement la partie post-ombilicale du tube digestif
et les NCC du segment rostro-troncal vont quant a elles coloniser la partie

antérieure du TD (cesophage et estomac supérieur) (Gershon 1997).

Les NCC du segment vagal pénétrent dans la partie antérieure du tube

eme ‘M€ semaine

digestif au 9" jour embryonnaire (stade E9.5) chez la souris et a la 4

de gestation chez 'homme. Ces cellules vont migrer dans le sens rostro-caudal et

coloniser de facon séquentielle les différentes régions du TD en commencant par la

éme

partie antérieure. La colonisation du TD s’achéve au 15" jour de gestation chez la



souris et a la 7°™ semaine chez 'homme (Heanue and Pachnis 2007). Les NCC
situées derriere le front de migration sont initialement distribuées de facon
aléatoire ; elles se réunissent ensuite pour former des ganglions selon un axe de

maturation rostro-caudal (Fu et al. 2004; Wallace and Burns 2005) (Figures 2 et 3).

hindgut

Figure 2 : Le systeme nerveux entérique au cours du développement.

Préparation d’intestin d’embryon de souris au stade E10. Le marquage immunohistologique du
facteur de transcription p75 montre les cellules dérivées de la créte neurale en cours de migration. A
ce stade, l'intestin antérieur (foregut) est entierement colonisé, le front de migration (fleche) est
localisé dans la partie médiane mais on n’observe aucune cellule immunoréactive dans la partie
postérieure (hindgut) ; échelle, 100 um. (Young et al. 1998).

1.3.2 Maturation des cellules du systéeme nerveux entérique et

développement de leurs fonctions

Le développement des fonctions du SNE débute au cours de la vie feetale et
se poursuit apres la naissance. La formation du plexus sous-muqueux a lieu deux a
trois jours apres le plexus myentérique chez la souris et deux a trois semaines chez
I'homme. On suppose que les cellules du plexus sous-muqueux dérivent du plexus
myentérique (Wallace and Burns 2005). Cette hypothese a été vérifiée

expérimentalement dans une étude montrant que les cellules neurales
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progénitrices migrent du plexus myentérique vers la sous-muqueuse sous
I'influence des Nétrines et leurs récepteurs DCC (Deleted in colorectal cancer) (Jiang

et al. 2003).

Quand les cellules dérivées des crétes neurales commencent a coloniser le
TD, elles se différencient en cellules gliales ou en différents types de neurones
(Young et al. 2003). Tous les neurones entériques expriment certaines protéines qui
sont utilisées comme marqueurs généraux des neurones entériques, parmi
lesquelles les neurofilaments (NF220), les protéines Hu C/D, la B-Tubuline Il et

PGP9.5.

La génération des différents types de neurones entériques est controlée par
un ensemble de facteurs intrinseéques et extrinseques qui permettent de diriger et
de coordonner la destinée des cellules neurales entériques. Les seuls facteurs
intrinseques qui ont été mis en évidence sont les facteurs de transcription Mash-1
et Sox-10. Mash-1 est impligué dans le développement des neurones
sérotonergiques (Blaugrund et al. 1996) et Sox-10 est essentiel a la différenciation
des cellules gliales entériques (Kelsh 2006). Différents types de molécules sont
produits par le mésenchyme intestinal comme le GDNF (Glial derived neurotrophic
factor), 'EDN-3 (endothéline-3) et le BMP-2 (Bone morphogenetic protein 2) et

jouent un réle majeur dans la différenciation des cellules progénitrices.
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Figure 3 : Ontogenése du systéme nerveux entérique : colonisation du tube digestif par les cellules

de créte neurale, leur migration et contréle génétique

(a) Au stade E8.5- 9 chez I'embryon de souris, les cellules de la créte neurale (NCC) du segment vagal
(fleche rouge) pénetrent dans la partie supérieure du tube digestif (TD) et migrent dans le sens
rostro-caudal afin de coloniser de facon séquentielle la partie antérieure (FG), la partie médiane (MG)
et la partie postérieure (HG) (pointillés rouges). Les NCC de la partie la plus caudale du segment vagal
proviennent d’une région qui se superpose avec les NCC de la partie du segment rostro-troncal la plus
antérieure (fleche bleue). Ces cellules participent a la colonisation de I'cesophage et de la partie
supérieure de I'estomac. Les NCC du segment sacré (fleche jaune) commencent leur migration plus
tardivement (E13,5) dans le sens caudo-rostral pour coloniser le colon.

(b) Les NCC d’origine vagale expriment Sox-10 et EDNRB lorsqu’elles émigrent du tube neural.

(c) Vers le & jour, les cellules dérivées des NCC expriment le récepteur RET. Dans le mésenchyme
intestinal, son ligand GDNF est fortement exprimé dans I'estomac (vert) et le ligand de 'EDNRB EDN3
est exprimé dans les parties médiane et postérieure du TD (rose).

(d) Au stade E11, les cellules dérivées des NCC rencontrent de hauts niveaux d’expression de GDNF et
d’EDN3 dans le caecum (high level GDNF and EDN3) (jaune). Les cellules en aval du front de migration
commencent progressivement & se différencier (cells undergoing neural/ glial cell differentiation).
GDNF et EDN3 sont ensuite exprimés dans la partie distale du TD postérieur ( E 11.5, non illustrée).
D’apres (Heanue and Pachnis 2007).
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1.3.3 Controle génétique du développement du SNE

La migration des cellules progénitrices dans le TD, leur maturation et leur
différenciation sont contrélées et dirigées par une série de signaux et de voies de
signalisations activés ou inhibés en fonction du stade de développement.
L’'ensemble des processus conduisant a la formation et a la maturation du SNE est
controlé par deux voies de signalisation majeures : la voie RET/GFRa1/GDNF et la
voie EDNRB/ EDN-3 (Barlow et al. 2003) (Figure 3). De plus, des mutations dans les
geénes codant pour le GDNF, RET, 'EDN-3, EDNRB et ECE-1 ont été identifiées chez
des patients atteints de la maladie de Hirschsprung, pathologie digestive
caractérisée par une absence de ganglions entériques (aganglionose) dans le colon

distal (Heanue and Pachnis 2007).

1.3.3.1 La voie de signalisation RET/GFRa1/GDNF

Le récepteur a activité tyrosine kinase (RET) est activé par son ligand le
GDNF via le corécepteur GFRal. Le récepteur RET est exprimé par les cellules
progénitrices alors que le ligand GDNF est produit par le mésenchyme du TD en
cours de développement. Le corécepteur GFRal est exprimé a la fois par les cellules
progénitrices et par les cellules du mésenchyme (Newgreen and Young 2002). Le
facteur GDNF joue un role clef dans le développement du SNE, notamment dans la
survie et la prolifération des précurseurs et dans leur différenciation. Il a été montré
qgue lors du développement, le GDNF est exprimé par les cellules du mésenchyme
du tube digestif selon un gradient de concentration rostro-caudal en amont du front
de migration des cellules de la créte neurale. En effet, le GDNF pourrait avoir des
effets chémoattractifs permettant de guider les cellules précurseurs lors de leur
migration (Young et al. 2001; Natarajan et al. 2002). Par ailleurs, une absence de
ganglions entériques est observée a partir de I'estomac dans les animaux
transgéniques mutés pour les genes ret, gdnf ou gfral (Moore et al. 1996; Pichel et

al. 1996; Cacalano et al. 1998).
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1.3.3.2 La voie de signalisation EDNRB/ EDN-3

L’endothéline-3 (EDN-3) est membre d’une famille de peptides sécrétés qui
sont les ligands des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une
protéine G EDNR (Endothelin receptor). L'EDN-3, son récepteur EDNRB et I’'enzyme
responsable de I’activation de I'EDN-3, ECE-1 (Endothelin-Converting Enzyme-1)
jouent également un role clef dans le développement du SNE (Heanue and Pachnis
2007). Tout comme le GDNF, I'EDN-3 est produite par les cellules
mésenchymateuses du TD. Aux cours des stades précoces, son expression est
diffuse dans les parties antérieure et médiane du TD puis elle devient restreinte au
cOlon proximal et au ceecum aux stades tardifs de développement (Barlow et al.
2003). La voie EDN-3 serait donc impliquée dans le contréle de la migration des NCC
(Heanue and Pachnis 2007). De fait, une aganglionose distale est observée suite a
des mutations du géne Ednrb mais aussi en présence d’antagonistes du récepteur
EDNRB (Sidebotham et al. 2002). La voie EDN-3 peut aussi avoir un réle dans le
maintien du pouvoir mitogene des NCC en inhibant leur différenciation. En effet, le
nombre NCC est diminué chez des souris ayant une mutation du géne edn-3
(Bondurand et al. 2006) et leur différenciation est inhibée par la présence de 'EDN-

3 (Wu et al. 1999; Nagy and Goldstein 2006).

1.4 Organisation du systéeme nerveux entérique et ses différentes

composantes

Le systéme nerveux entérique est organisé en deux plexus majeurs (plexus
myentérique ou d’Auerbach et plexus sous-muqueux ou de Meissner) (Meissner
1857; Auerbach 1864) ainsi que plusieurs plexus aganglionnaires présents dans les
différentes couches de la paroi digestive. Le plexus myentérique est situé entre la
couche musculaire longitudinale externe et la couche musculaire circulaire interne
dans toutes les parties du tractus digestif. Le plexus sous-muqueux est localisé dans
la couche sous-muqueuse et il est présent uniguement dans la paroi de l'intestin et
sous une forme moins développée dans I'estomac (Anlauf et al. 2003). Chez les

grands mammiferes le plexus sous-muqueux regroupe plusieurs réseaux situés sur
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plusieurs couches: un réseau interne localisé du coté séreux de la muscularis
mucosae (plexus de Meissner) et un plexus externe proche du coté luminal de la
couche musculaire circulaire (plexus de Schabadasch) (Schabadasch 1930). Un
troisieme plexus a été identifié chez 'homme, situé entre les deux premiers.
D’autres plexus dépourvus de structures ganglionnaires sont retrouvés dans les
différentes couches de la paroi digestive (Timmermans et al. 1992; Costa et al.
2000; Furness 2000; Furness et al. 2000; Kunze et al. 2000; Lomax and Furness
2000).

Chez I’'homme, 100 millions de neurones environ composent le SNE sachant
gue la densité neuronale dans le plexus myentérique est supérieure a celle du
plexus sous-muqueux (Wood et al. 1999). Des proportions différentes de ces
populations neuronales sont activées durant les activités réflexes (Kunze and

Furness 1999; Costa et al. 2000).

1.5 Les neurones entériques

1.5.1 C(lassification des neurones entériques

Les neurones du SNE ont été classés en se basant sur différents critéres
comme leur morphologie, leurs caractéristiques électrophysiologiques, leurs
propriétés pharmacologiques ou encore les connections qu’ils établissent avec les
autres neurones, les cellules musculaires et les cellules épithéliales. Tous ces
parametres peuvent varier d’'une espece a 'autre et d’'une région a I'autre du tube
digestif. Une avancée majeure de ces 20 dernieres années fut |'établissement de
liaisons entre la plupart de ces criteres de classement (Lomax et al. 1999). Tous les
types de neurones ont été caractérisés chez le cobaye, ol ont été effectuées la
plupart des études et des classifications du SNE. Les autres mammiféres présentent
une organisation et un fonctionnement assez similaires. Il existe néanmoins des
différences de morphologie neuronale et de phénotype entre les différentes

espéces. Par exemple, les ramifications dendritiques sont plus nombreuses et plus

15



élaborées chez les grands mammiferes (homme, porc) que chez les mammiferes de

petite taille (souris, cobaye) (Purves and Lichtman 1985; Purves et al. 1986).

1.5.1.1 Classification des neurones entériques basée sur leur morphologie

La premiere classification des neurones entériques est basée sur leur
morphologie. Cette classification a été initiée il y a plus d’un siecle par Dogiel qui a
établi une description des différentes formes de neurones entériques dans les
plexus myentériques et sous-muqueux chez ’homme, le cobaye, le lapin, le rat, le
chien et le chat (Dogiel 1899). Il a décrit 3 types de neurones appelés Dogiel |, Il et
lll. Les études effectuées plus tard dans les années 80 ont permis de classer les
neurones selon les types | a VII (Brehmer et al. 1999). La majorité des neurones

entériques appartiennent aux types |, Il et lll (Figure 4).

Figure 4 : Types morphologiques principaux de neurones entériques retrouvés dans I'intestin gréle

chez le cobaye selon la classification de Dogiel.

(a-c) Neurones de type Dogiel | uniaxonaux avec plusieurs dendrites courtes. (d-e) neurones de type
Dogiel Il pluriaxonaux. (f-g) neurones de type Dogiel Il uniaxonaux ayant plusieurs longues dendrites.
D’apres Furness 2006, The enteric nervous system (Blackwell publishing).
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Les neurones de type Dogiel | sont caractérisés par une forme aplatie
légérement allongée et présentent un seul axone et plusieurs dendrites courtes et
lamellaires. Ce groupe est relativement vaste ; il est donc impossible de déterminer
un réle fonctionnel précis a ce groupe de neurones. Les neurones de type Dogiel I
sont multiaxonaux et se caractérisent par un corps cellulaire rond ou ovale de taille
assez large. lls peuvent avoir une forme adendritique ou dendritique (Brehmer et al.
1999). Ces neurones se caractérisent également par la présence d’'un nombre
important de mitochondries et de lysosomes observés en microscopie électronique
(Pompolo and Furness 1988). Les neurones de type Il sont uniaxonaux avec des

dendrites tres longues (Stach 1982).

1.5.1.2 C(Classification des neurones entériques selon leurs propriétés

électrophysiologiques

La deuxieme classification des neurones entériques est basée sur leurs
caractéristiques électrophysiologiques (Lomax et al. 2001). Les premiers
enregistrements intracellulaires permettant la description des propriétés
électriques des neurones entériques ont été reportés dans les années 70 (Nishi and
North 1973; Hirst et al. 1974; Wood and Mayer 1978). Ces premieres études ont
décrit trois types de neurones entériques ; le troisieme type était non excitable et
correspondait aux cellules gliales. Les neurones entériques ont été donc classés en
deux catégories, les neurones de type S ou “synaptic” et les neurones de types AH
ou “After Hyperpolarisation” dans l'intestin de cobaye (Hirst et al. 1974). Cette
classification est toujours utilisée méme si les appellations S et AH ne sont plus
justifiables. 1l a été ensuite montré que les neurones de type S présentent une
morphologie de type Dogiel | (uniaxonal) et les neurones de types AH

correspondent au type Dogiel Il (multiaxonal).

Les neurones de type S présentent des potentiels d’action (PA) brefs suivis
d’un potentiel d’hyperpolarisation de courte durée allant de 20 a 100 ms. Ces PA
sont bloqués par la tétrodotoxine (TTX). Les neurones de type S peuvent avoir des

morphologies assez variées mais ne sont jamais de type Dogiel Il. lls présentent un
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potentiel excitateur post synaptique (PPSE) rapide et la composante PPSE est assez
élevée pour générer un PA. Les données concernant cette population neuronale

restent incompletes.

Les neurones AH se caractérisent par un large potentiel d’hyperpolarisation
suivant le PA. Ces neurones ne présentent pas de PPSE chez le cobaye. Les seuls
PPSE enregistrés sont des PPSE lents insuffisants pour la génération d’un PA (Wood
and Mayer 1978). Les PA des neurones AH sont assez larges (amplitude 75 a
110 mV) et d’une durée supérieure a celle des PA des neurones S. lls présentent une
inflexion dans la phase descendante de repolarisation et sont normalement suivis
de deux phases séparées d’hyperpolarisation (AH), une premiére phase précoce et

une seconde phase d’hyperpolarisation plus tardive (Hirst et al. 1974).

1.5.1.3 Classement des neurones entériques selon leurs groupes

fonctionnels

Les neurones entériques ont été également classés selon leurs fonctions
physiologiques présumées en se basant sur leur implication dans I'activité réflexe
entérique, leurs formes et leurs projections ainsi que sur I'expression des différents
neurotransmetteurs et de leurs récepteurs. Les études effectuées sur le cobaye ont
permis d’établir une définition des différentes catégories de neurones dans
I'intestin gréle (Furness 2000), dans le cOlon (Lomax and Furness 2000) et dans

I’estomac (Schemann et al. 1995; Reiche et al. 1998) (Figure 5, tableau ).
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Figure 5: Classement des neurones entériques selon leurs propriétés fonctionnelles

Schéma représentant les différents types de neurones dans l'intestin gréle de cobaye, classés selon
leurs fonctions, leur morphologie et leur codage neurochimique. Les neurones primaires afférents
intrinséques (IPAN) myentériques (2) et sous-muqueux (11) sont en rouge, de méme qu’un neurone
afférent intestinofuge (3). Les interneurones ascendants (1) et descendants (8 et 9) sont en jaune. Les
motoneurones inhibiteurs (5 et 7) et excitateurs (4 et 6) en bleu. Les neurones sécrétomoteurs/
vasodilatateurs non cholinergiques (12) et cholinergiques (13) et les neurones sécrétomoteurs non
vasodilatateurs (14) sont en vert.

Abréviations : LM : muscle longitudinal; MP : plexus myentérique ; CM : muscle circulaire; SM :
plexus sous-muqueux ; MM : Musculeuse muqueuse ; Muc : Muqueuse

Type de neurones Neurotransmetteurs

IPAN ACh, Calb, CGRP, SP

Interneurones ascendants ACh, Calret, ENK, SP

Interneurones descendants 5-HT, ACh, DYN, GRP, NO, SOM, VIP
Neurones moteurs excitateurs ACh, Calret, ENK, SP

Neurones moteurs inhibiteurs DYN, ENK, GRP, NO, VIP

Neurones sécrétomoteurs ACh, CCK, CGRP, DYN, NPY, SOM, VIP

Tableau I. Types de neurones dans le systéme nerveux entérique

Les différents types de neurones retrouvés dans l'intestin gréle de cobaye ainsi que les principaux
neuromédiateurs produits (codage neurochimique). D’aprés Hansen et al, 2003.

Abréviations : 5-HT : sérotonine (5-hydroxytryptamine); ACh : Acétyicholine; Calb : calbindine ;
Calret : calrétinine ; CGRP : calcitonin gene-related peptide ; DYN : dynorphine ; ENK : enképhalines ;
GRP : gastrin releasing peptide ; IPAN : intrinsic primary afferent neurons; NO : nitric oxide ; SOM :
somatostatine ; SP : substance P ; NPY : neuropeptide Y ; VIP : vasoactive intestinal peptide.
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1.5.1.3.1 Les neurones afférents primaires intrinseques (IPANs)

La détection de I'état du TD est gérée par trois types cellulaires : les cellules
entéro-endocrines, les cellules immunitaires et les IPANs (Intrinsic Primary Afferent
Neurons). Ces trois populations cellulaires jouent un réle crucial dans le contréle et
la régulation de |’état fonctionnel du tube digestif et de ses réponses aux différents
stimuli chimiques et mécaniques. En effet, le systeme endocrine gastro-hépato-
entérique contient des milliers de cellules endocrines et une grande partie de ces
cellules réagit avec I’environnement local en libérant de nombreuses molécules,
dont une vingtaine sont des hormones. Par ailleurs, le systéeme immunitaire
intestinal responsable de la détection des immunogéenes contient environ 70-80%
des cellules immunitaires de I'organisme. Enfin les IPANs représentent 20% des
neurones entériques sans compter les prolongements neuronaux (50000
prolongements environ) qui arrivent dans le tube digestif a travers le nerf vague et
le nerf splanchnique (Furness et al. 1998). Des interactions intenses sont établies
entre ces trois systéemes et permettent de réguler les réponses physiologiques de

I'intestin aux différents stimuli.

Les neurones afférents peuvent avoir deux origines bien distinctes. On
distingue ainsi les neurones afférents intrinséques qui ont leurs corps cellulaires,
leurs prolongements et leurs synapses dans le tube digestif, et les neurones
d’origine extrinséque dont les corps cellulaires sont situés dans les ganglions
jugulaires et nodaux (afférents vagaux) ou dans les ganglions de la racine dorsale

(afférents spinaux) (Furness et al. 1998).

Les voies intrinséques qui contrélent les fonctions physiologiques de
I'intestin comme le flux sanguin, la motricité intestinale et la sécrétion sont activées
par les neurones intrinséques qui répondent a différents stimuli comme la
distension ou d’autres stimulations mécaniques ou chimiques de la muqueuse. Ces
neurones qui détectent I'état de I'intestin représentent les premiers neurones dans
les voies réflexes intestinales intrinseéques, d’ol vient leur appellation de neurones

afférents primaires intrinséques ou IPANs (Kirchgessner and Gershon 1988).
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Les IPANs sont maintenant définis comme des neurones AH avec une
morphologie de type Dogiel Il dans l'intestin gréle de cobaye (figure 5), avec des
neurones analogues dans les autres organes et chez les autres espéces (Bornstein et

al. 1994; Furness et al. 1998).

La principale fonction des IPANs consiste a transduire et codifier les
informations concernant I'environnement chimique et I'état physique des tissus
gu’ils innervent. lls transmettent ces informations au circuit intégratif a travers
lequel I’état fonctionnel de I'organe peut étre modifié. L'intégrité de cette fonction
sous-entend une réponse adéquate et proportionnée de ces neurones aux

différents stimuli afin de reproduire leur intensité, leur durée et leurs propriétés.

L'activité des IPANs a pu étre enregistrée grace a l'utilisation d’électrodes
intracellulaires et de marqueurs reflétant I’activité neuronale. Ces études montrent
ainsi que les IPANs peuvent répondre a une distorsion mécanique de la muqueuse
ou a une distension directe de leurs prolongements axonaux dans le plexus
myentérique ou encore a |'application de substances chimiques au niveau de la
mugqueuse (Kirchgessner and Gershon 1988). Les IPANs peuvent aussi jouer le role
de nocicepteurs puisque leur activation par des stimuli nocifs déclenche des

réponses protectrices.

L’excitation des neurones afférents par des stimulations mécaniques ou
chimigues est médiée en partie par les cellules entérochromaffines présentes dans
la muqueuse via la sécrétion de sérotonine (5-HT). L’activation des IPANs peut aussi
impliquer d’autres types de cellules entéroendocrines présentes dans la muqueuse
et produisant d’autres types d’hormones comme la cholécystokinine (CCK) ou la
motiline (Ahlman and Nilsson 2001). Ainsi les IPANs sont a la fois mécanosensibles

et chimiosensibles.
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1.5.1.3.2 Les interneurones

Des interneurones ont été identifiés dans toutes les régions du TD. lls
peuvent varier entre ces différentes régions plus que les autres types de neurones
(figure 5; Tableau I). Dans le plexus myentérique, les interneurones forment des
chaines qui s’étendent dans le sens anal ou oral (Pompolo and Furness 1993). On
distingue trois types d’interneurones descendants et un type d’interneurones

ascendants dans l'intestin gréle de cobaye.

Les réflexes locaux de motricité impliquent deux types d’interneurones
descendants exprimant I'acétylcholine (ACh) et la sérotonine (5-HT) ainsi que les
interneurones ascendants (Furness 2000). Le 3eme type d’interneurones
descendants exprimant I’ACh et la somatostatine (SOM) est plutét impliqué dans la
propagation du complexe de migration myoélectrique (MMC) (Pompolo and
Furness 1998). Ces sont des neurones de type Dogiel Ill avec de nombreuses
dendrites ramifiées et filamenteuses (Portbury et al. 1995). Les MMC sont des
ondes d’activité excitatrice qui se propagent dans le sens anal tout au long du tube
digestif et qui sont médiées par des voies neuronales intrinseques dans l'intestin.
Les interneurones ACh/5-HT peuvent étre impliqués dans des réflexes de motricité
et sécrétomoteurs. Chacun de ces trois types d’interneurones innervent aussi les

ganglions sous-muqueux.

1.5.1.3.3 Les neurones moteurs

On distingue cing types de neurones moteurs : les neurones excitateurs du
muscle, les neurones inhibiteurs du muscle, les neurones sécrétomoteurs/
vasodilatateurs, les neurones sécrétomoteurs non vasodilatateurs et les neurones
innervant les cellules endocrines de I'estomac qui ne seront pas évoqués (Furness et

al. 2000) (figure 5).

Les neurones moteurs excitateurs et inhibiteurs innervent les muscles
circulaires et longitudinaux ainsi que la muscularis mucosa tout au long du tube
digestif (Figure 5, Tableau 1). Ce sont des neurones uni-axonaux de type S. Les

neurotransmetteurs primaires des neurones excitateurs sont I'’ACh et les
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tachykinines alors que les neurones inhibiteurs produisent différents
neurotransmetteurs comme le monoxyde d’azote (NO), le vasoactive intestinal

peptide (VIP) et I’ATP qui peuvent étre libérés par le méme neurone (Furness 2000).

Les neurones sécrétomoteurs innervent la muqueuse intestinale et régulent
la sécrétion d’eau et d’électrolytes dans la lumiére intestinale. Certains innervent a
la fois la muqueuse et les artérioles présentes dans la paroi digestive (neurones
sécrétomoteurs/vasodilatateurs) ce qui leur permet de réguler a la fois les fonctions
de sécrétion et de vasodilatation. En effet, la sécrétion exocrine des fluides par les
glandes salivaires, le pancréas, etc. repose sur I'apport d’eau et d’électrolytes des
vaisseaux. Elle est donc couplée a la vasodilatation. Ce couplage s’applique aussi au
niveau de l'intestin. Ainsi la sécrétion et la vasodilatation sont régulées en parallele.
Les transports d’eau et d’électrolytes a travers la muqueuse peuvent étre étudiés
sur des couches de muqueuse isolée ou avec le tissu associé en chambre d’Ussing,
indépendamment du flux sanguin. Hubel (1978) fut le premier a stimuler
électriquement les nerfs de la muqueuse isolée. Il a ainsi montré que I’activation
des nerfs de la muqueuse génere un courant ionique a travers la mugueuse
d’intestin gréle chez le lapin. L’analyse de ces courants montre qu’ils sont dus a une
sécrétion active d’ions chlorure, accompagnée par une sécrétion d’eau et d’ions
sodium. Ces réponses sécrétoires sont bloquées par la TTX (Hubel 1978). Les
neurones sécrétomoteurs et sécrétomoteurs/vasodilatateurs peuvent étre divisés
en trois groupes (Furness et al. 2003) : les neurones sécrétomoteurs/dilatateurs non
cholinergiques co-exprimant le VIP, les neurones sécrétomoteurs/dilatateurs
cholinergiques co-exprimant la calrétinine et les neurones cholinergiques co-

exprimant le neuropeptide Y (NPY), qui sont uniquement sécrétomoteurs

1.5.2 Le codage neurochimique

Les neurones entériques produisent et libérent une trentaine de substances
différentes (McConalogue and Furness 1994). Ces substances ont été classées en
différentes catégories. Les neurotransmetteurs primaires regroupent I'ensemble

des molécules produites et sécrétées d’une facon plus ou moins uniforme par les
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1.5.3 Controle des fonctions gastro-intestinales par les neurones

entériques

Le SNE est responsable du controle des différentes fonctions gastro-
intestinales comme la motricité intestinale, la sécrétion intestinale et des propriétés

de la barriere épithéliale intestinale (BEI), le flux sanguin et le systéeme immunitaire.

1.5.3.1 Controle de la motricité intestinale

La motricité gastro-intestinale est un processus intégré qui comprend
différentes composantes comme I'activité myoélectrique, I'activité contractile, le
tonus et le transit. Les cellules musculaires lisses du TD sont organisées en deux
couches distinctes : une premiére couche externe assez fine constituée de fibres
musculaires longitudinales et une couche interne plus épaisse constituée de fibres
musculaires circulaires (Figure 1) (Olsson and Holmgren 2001). Les muscles lisses du
TD présentent deux types de contraction: une contraction rythmique et une
contraction tonique permettant des mouvements de mixage et de propulsion. Les
mécanismes contrélant ces deux types de contraction sont bien distincts avec des
composantes cellulaire, électrique et neurohumorale spécifiques. La contraction

tonique du TD peut avoir deux origines : neurogénique et myogénique. Le tonus
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neurogénique résulte d’une innervation excitatrice de base alors que le tonus

myogénique résulte d’une propriété du muscle lui-méme (Gregersen et al. 1992).

La recherche de I'origine de rythmicité des contractions intestinales a permis
d’identifier des régions pacemaker, localisées dans les bordures des muscles
circulaire et longitudinal. Ces régions pacemaker contiennent les cellules
interstitielles de Cajal (CIC) qui forment un réseau au niveau de ces régions. Ce sont
des cellules étoilées avec de larges noyaux et une abondante surface cavéolée. La
distribution des CIC dépend de I'espece, de I'dge et de la région du TD mais elles
sont retrouvées dans les couches musculaires circulaire et longitudinale depuis
I’cesophage jusqu’a I'anus. Les CIC sont équivalentes aux fibres de Purkinje dans le
coeur. Elles établissent des contacts entre elles, avec les cellules musculaires et avec
les terminaisons nerveuses et fonctionnent comme les pacemakers des muscles
gastro-intestinaux en initiant I'activité électrique rythmique (Vanderwinden 1999).
Les CIC expriment des récepteurs aux neuromédiateurs excitateurs comme les
récepteurs muscariniques ou des récepteurs aux tachykinines, mais aussi des
récepteurs a des neuromédiateurs inhibiteurs comme le VIP ou le NO (Kunze and
Furness 1999; Camilleri 2001). Une absence ou une altération des CIC entraine des
troubles de la motricité gastro-intestinale (distension gastrique, motricité
intestinale anormale, pseudo-obstruction intestinale, achalasie, etc.) (Sanders et al.

1999; Camilleri 2001).

La définition du péristaltisme a été introduite par Modlin et al en 2000 mais
cette propriété a été montrée pour la premiere fois en 1899 suite aux expériences
de Bayliss et Starling (Bayliss and Starling 1899; Modlin et al. 2000). Il s’agit d’un
réflexe activant un circuit nerveux aboutissant a une contraction du c6té oral et une
relaxation du c6té anal du stimulus. Répété de maniere séquentielle le long du TD,

ce réflexe permet la progression du bol alimentaire dans I'intestin (Figure 6).
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IPAN/Interneurone

ORAL {ACh, SP, CGRP) ANAL

Interneurone descendant
(ACh, NO, VIP, ATP)
Neurone moteur inhibiteur
{NO, VIP, ATP)
Interneurone ascendant
(ACh, SP)

Neurone moteur excitateur
(ACh, SP)

Cellules entérochromaffines/IPAN
(5-HT)

Figure 6: Schéma représentant le réflexe péristaltique dans I'intestin gréle

Suite a une stimulation de la muqueuse, la sérotonine (5-HT) est libérée par les cellules
entérochromaffines et va activer les récepteurs 5-HT1P et 5-HT4 exprimés par les neurones primaires
afférents intrinséques (IPANs). Les IPANs vont libérer la substance P, I'acétyicholine (Ach) et le CGRP
(Calcitonin gene-related peptide) et vont activer les interneurones ascendants et descendants. Les
interneurones ascendants vont libérer de I’ACh et de la substance P et activer ainsi les neurones
moteurs excitateurs. Ces derniers vont alors libérer de I’ACh et de la substance P au niveau oral et
induire une contraction du muscle. D’autre part, les interneurones descendants vont libérer de I’ACh,
du NO (nitric oxide), du VIP (vasoactive intestinal peptide) et de I’ATP, et ainsi activer les neurones
moteurs inhibiteurs qui libérent du NO, du VIP et de I’ATP provoquant une relaxation du muscle. Ce
réflexe se répéte de maniere séquentielle le long de l'intestin et permet ainsi la progression du bol
alimentaire (Hansen 2003).

(M) Mugqueuse; (MC) Muscle circulaire ; (ML) muscle longitudinal ; (PM) Plexus myentérique.

Les cellules interstitielles de Cajal ne sont pas représentées sur ce schéma.

Le réflexe péristaltique peut étre initié par un stimulus au niveau de la
lumiere intestinale. Ce stimulus peut étre mécanique (distension mécanique ou
frottement de la muqueuse dus au passage du bol alimentaire) ou chimique
(diminution du pH, variation de I'osmolarité, présence d’acides gras ou de glucides).
Ces différents stimuli vont ainsi activer les cellules endocrines de la muqueuse

comme les cellules entérochromaffines, qui représentent la population majoritaire
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de cellules endocrines dans I'épithélium. Les cellules entérochromaffines activées
vont libérer la 5-HT et activer ainsi les terminaisons nerveuses des IPAN présentes
dans la muqueuse intestinale (Figure 6). Les IPAN sont connectés aux interneurones
et vont libérer différents neuromédiateurs comme I’ACh, la calbindine, la substance
P et le calcitonin gene-related peptide (CGRP) (Furness 2000; Wolf et al. 2007). Les
interneurones ascendants et descendants établissent des connections avec les
neurones moteurs, élément final dans le circuit du réflexe péristaltique. Les
neurones moteurs ascendants sont excitateurs et leur activation provoque une
contraction du muscle. A l'inverse, les neurones descendants sont inhibiteurs et

induisent une relaxation du muscle (Figure 6).

Par ailleurs, le TD est relié au SNC par les afférences et efférences du SN
autonome, constituant I'axe cerveau-tube digestif (‘brain-gut axis’). Le SNC est
capable de moduler indirectement sans vraiment controler I'activité motrice du TD.
Il envoie ses instructions via les 2 composantes du SN autonome: le SN
sympathique et le SN parasympathique. Les fibres parasympathiques transmettent
leurs instructions en libérant ’ACh qui va accélérer la motricité alors que les fibres
sympathiques vont elles libérer la noradrénaline (NA), la SOM et le NPY qui vont

ralentir la motricité.

1.5.3.2 Controle de la sécrétion intestinale

La muqueuse intestinale est constituée par une monocouche de cellules, les
cellules épithéliales intestinales (CEl), qui forment une barriere séparant
I'organisme du milieu extérieur (lumiere intestinale). Les CEl absorbent de tres
grandes quantités d’eau et d’ions d’'une maniere quotidienne. En présence de
pathogénes comme les toxines bactériennes, la muqueuse intestinale réagit en
sécrétant du fluide dans la lumiere et en accélérant le transit afin de I’éliminer. Ces
mouvements des fluides résultent de la variation des gradients osmotique, générée
suite a la stimulation et/ou I'inhibition du transport d’ions a travers I'épithélium
digestif. Ceci résulte en un déséquilibre absorption/sécrétion au profit de la

seconde conduisant a une perte importante d’eau et d’ions dans les feces. C’est ce
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qui constitue les symptdomes de la diarrhée. Ainsi le contréle du statut de la barriere
épithéliale intestinale (BEI) et donc des activités d’absorption et de sécrétion releve

des responsabilités du SNE.

Les études anatomiques et fonctionnelles ont montré que le plexus sous-
mugueux est responsable du controle des fonctions de la barriere alors que le
plexus myentérique régule plutot les fonctions motrices. En réalité, les interactions
qui sont établies entre ces deux plexus laissent supposer que le réseau formé par
I’ensemble des neurones sous-muqueux et myentériques est responsable a la fois

des fonctions motrices et des fonctions sécrétoires du tube digestif (Cooke 2000).

La BEI est innervée par un grand nombre de fibres nerveuses. La majorité de
ces fibres parcourent une faible distance de quelques millimétres puisqu’elles
proviennent des ganglions sous-muqueux (Ekblad et al. 1987; Furness et al. 1987).
Cependant certaines de ces fibres proviennent directement des ganglions
myentériques et d’autres appartiennent au systeme nerveux autonome. Les fibres
provenant du plexus sous-muqueux forment un réseau trés dense entourant les
villosités. Ces fibres contiennent des varicosités qui stockent et libérent les

neurotransmetteurs a proximité de la barriére.

Les réflexes sécrétomoteurs sont initiés suite a des interactions chimiques et
mécaniques avec le contenu de la lumiere intestinale (Figure 7). Un des stimuli
importants provoquant la sécrétion est le transport actif de nutriments comme le
glucose (Kunze and Furness 1999). Les réponses réflexes locales sont médiées pour
la plupart par des neurones non cholinergiques via la libération de VIP ou de
substance P ainsi que des neuromodulateurs comme I’ATP ou le pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP). Un autre neuromédiateur important est la
5-HT, libérée par les cellules entérochromaffines. La 5-HT va activer les IPANs qui
vont stimuler des neurones sécrétomoteurs cholinergiques et VIPergiques sensibles
a la TTX. L'activation de ces neurones dans le plexus sous-muqueux se fait via les

récepteurs nicotiniques ou les récepteurs aux neurokinines NK1 et NK2.
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L’ACh et le VIP libérés par les neurones sécrétomoteurs vont se lier aux
récepteurs des cellules épithéliales et stimuler la sécrétion d’ions chlorures et de
fluides et empécher I'entrée d’ions sodium (Hansen and Skadhauge 1997). Par
ailleurs de nombreuses substances comme le glutamate et le PACAP modulent
I'activité de ces neurones sécrétomoteurs afin d’augmenter ou d’inhiber la

sécrétion d’eau et d’ions par les cellules épithéliales (Cooke 2000).
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Figure 7 : Réflexe sécrétomoteur

Suite a une stimulation mécanique au niveau de la muqueuse, les cellules entérochromaffines
(enterochromaffin cells) libérent de la 5-HT (5-hydroxytryptamine ou sérotonine) activant I’arc réflexe
sécrétomoteur. Lors d’un frottement mécanique appliqué sur la muqueuse, seuls les IPANs (intrinsic
primary afferent neurons) du sous-muqueux sont impliqués par opposition a une distension de la
muqueuse qui fait intervenir les voies afférentes extrinseques (extrinsic afferents). Les neurones
sécrétomoteurs (secretomotor neurons) ascendants sont cholinergiques tandis que les neurones
sécrétomoteurs (secretomotor neurons) descendants sont VIPergiques. La libération du VIP
(vasoactive intestinal peptide) et de I’ACh (acétylcholine) par les neurones sécrétomoteurs
(secretomotor neurons) entraine la libération d’ions chlores par les cellules épithéliales intestinales

(epithelial cell). D’apreés Xue et al, 2007.
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1.5.3.3 Contréle des propriétés de la barriere épithéliale intestinale

Le SNE joue un role majeur dans le contréle des fonctions de la BEI,
notamment dans le contrbéle de la prolifération et de la perméabilité des cellules
épithéliales intestinales (CEl). La perméabilité membranaire comporte deux
composantes majeures. La composante paracellulaire permet un passage sélectif
des molécules grace aux jonctions serrées (tight junctions) situées au niveau du pdle
apical. Une deuxiéme composante transcellulaire est responsable du transport de
molécules de grande taille jusqu’a la lamina propria par des endosomes. La
régulation de la perméabilité par des neurotransmetteurs comme I’ACh, le VIP ou la
substance P a été montrée a la fois in vivo et in vitro (Hallgren et al. 1998; Hardin et
al. 1999; Hayden and Carey 2000). Par exemple, I'étude effectuée par Cameron et
Perdue (2007) montre que I'’ACh augmente la perméabilité transcellulaire de
macromolécules via les récepteurs muscariniques (isoforme M3) exprimés par les
CEl (Cameron and Perdue 2007). Par ailleurs I'effet des neurones entériques sur la
BEI a été montré sur des modeles in vitro (Hallgren et al. 1998; Neunlist et al. 2003).
Notamment il a été montré que les voies VIPergiques induisent une augmentation
de la perméabilité paracellulaire des lignées épithéliales HT-29 et Caco-2 en
augmentant I'expression de la protéine des jonctions serrées ZO-1 (Neunlist et al.

2003).

Par ailleurs, le SNE semble impliqué dans le contrdle de la prolifération des
CEl. En effet il a été montré dans une étude in vivo que le glucagon-like peptide 2
(GLP-2) augmente la prolifération des cellules précurseurs des CEl via I’activation
des neurones entériques (Bjerknes and Cheng 2001). Une autre étude réalisée sur
un modele de co-culture in vitro, montre que les neurones sous-muqueux humains
inhibent la prolifération des CEl via la voie VIPergique (Toumi et al. 2003). D’autres
neuromédiateurs jouent un role dans la modulation de la prolifération comme
I'analogue de la somatostatine, I'octreotide, qui inhibe la prolifération des CEl
(Thompson et al. 1993) ou I'ATP (Jessen et Mirsky 1985) et 'ADP qui inhibent la

prolifération des CEl mais stimulent leur migration (Dignass et al. 1998).
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1.6 La cellule gliale entérique

1.6.1 Les cellules gliales entériques : morphologie et marqueurs

spécifiques

Au cours de ses observations en 1891, Dogiel a noté la présence dans le SNE
de cellules satellites nucléées a proximité des neurones entériques. Ces cellules,
assimilées d’abord a des cellules de Schwann, sont retrouvées en trés grand nombre
en périphérie des corps cellulaires et tout au long des fibres nerveuses (Stohr 1952)
(Figure 8). La caractérisation de cette population a pu étre réalisée grace aux
techniques d’immunohistochimie qui ont montré que ces cellules expriment la
GFAP (Glial fibrillary acidic protein) (Jessen and Mirsky 1983) et la S100 Ca®* binding
protein (Ferri et al. 1982), deux protéines caractéristiques des astrocytes du SNC.
Confortant ces données, les observations en microscopie électronique ont montré
gue ces cellules gliales sont tres différentes des cellules de Schwann présentes dans
les ganglions périphériques, mais similaires dans leur infrastructure aux astrocytes

(Gabella 1971; Cook and Burnstock 1976).

b. C.

Figure 8 : Les cellules gliales entériques (CGE) sont présentes a la fois dans les ganglions et autour

des fibres interganglionnaires et a proximité de la BEI a et des vaisseaux sanguins

(a) Les CGE immunoréactives pour Sox-10 (en bleu) sont beaucoup plus nombreuses que les neurones
entériques immunoréactifs pour Hu (en rouge). Photographie en microscopie a fluorescence de plexus
myentérique de singe (échelle 100um). (b,c) Les CGE forment un dense réseau entourant les cryptes
(b) et les vaisseaux sanguins (c). Photographie en microscopie a fluorescence de muqueuse colique
humaine (échelle 25 um). D’aprés Neunlist et al. 2008.
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Ces cellules de type astrocytaire ou cellules gliales entériques (CGE) sont
beaucoup plus nombreuses que les neurones entériques. Ainsi, le rapport nombre
de CGE/nombre de neurones entériques chez le cobaye est de 0,8-1,0 dans le
plexus sous-muqueux versus 1,7 dans le plexus myentérique. Chez 'lhomme, le
rapport nombre de CGE/nombre de neurones est de 1,3 a 1,9 dans le plexus sous-
muqueux versus 5,9 a 7,0 le plexus myentérique (Hoff et al. 2008). Les CGE sont
retrouvées a la fois dans les ganglions et autour des fibres interganglionnaires des
plexus myentérique et sous-muqueux et a proximité de la BEI, ou les CGE entourent
les villosités et les vaisseaux sanguins (Figure 8). Elles forment ainsi un réseau glial

dense et étendu a tous les niveaux du TD (Ruhl 2005) (Figure 9).
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myentericus /‘; | Stratum longitudinale

Tunica muscularis
Stratum circulare

Plexus submucosus Tela submucosa

Plexus mucosus : Tunica mucosa
Figure 9 : Localisation des cellules gliales entérique dans le tube digestif

Schéma d’une coupe transversale de la paroi digestive présentant les plexus formant le systeme
nerveux entérique et les cellules gliales entériques ou CGE (glial cells) présentées sous forme de
pointillés rouges. Les CGE forment un réseau cellulaire trés dense associé aux neurones au sein des
plexus myentérique et sous-muqueux mais aussi dans les plexus aganglionaires ol elles seraient
associées aux fibres nerveuses. D’aprés (Ruhl 2005).
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Tout comme les astrocytes, les CGE sont des cellules étoilées de petite taille
présentant des extensions de taille et de forme variées. Au sein des ganglions, les
CGE ont des extensions trés courtes et sont empaquetées autour des neurones
alors qu’au niveau des fibres interganglionnaires, les CGE ont de tres longues
extensions qui vont entourer les axones de plusieurs neurones. Une seule CGE
entoure plusieurs neurones a la fois. Les CGE forment un syncytium entre elles via
des jonctions communicantes (GAP junctions) de facon similaire aux astrocytes

(Maudlej and Hanani 1992).

Une différence majeure existe concernant l'organisation structurale et
histologique des CGE chez les petits mammiféeres (souris, cobaye, etc.) et chez les
mammiféres de grande taille (homme, chien, etc.). Chez les petits mammiféres, les
CGE possedent ainsi des extensions radiaires entourant les faisceaux de neurites;
une seule cellule gliale peut recouvrir de ses prolongements jusqu’a 600 neurites
(Gabella 1981). En revanche, cette organisation en faisceaux n’est pas retrouvée
chez ’homme et les mammiferes de grande taille. Les neurones sont séparés les uns
des autres par des extensions gliales qui entourent la totalité de la surface
neuronale (Baumgarten et al. 1970). Cette différence histologique entre I’homme et
les petits mammiféres avait déja été notée par Auerbach en 1864. Confirmant ces
observations, le ratio CGE/neurones augmente avec la taille de I'espéce (Gabella

and Trigg 1984).

Du point de vue cytologique, le noyau des CGE se distingue tres facilement
du noyau des neurones. Il se caractérise par la présence de blocs de chromatine
situés a proximité de la membrane nucléaire, elle-méme caractérisée par la
présence d’invaginations profondes. Par ailleurs, les CGE contiennent des
gliofilaments caractéristiques de 10 nm de diametre. Des faisceaux de gliofilaments
semblent ancrés a des agrégats moléculaires a la surface de la membrane. Ces
faisceaux traversent le corps cellulaire et se projettent dans I'axe des extensions
gliales, leur permettant d’adhérer aux surfaces ganglionnaires (Gabella 1981). La
composante majeure de ces gliofilaments est la GFAP (Jessen and Mirsky 1980). Les

CGE expriment d’autres marqueurs spécifiques comme la vimentine, la protéine
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S100B mais aussi certaines enzymes comme la glutamine synthétase et ainsi que

I'antigene de surface Ran-2 (Jessen and Mirsky 1985).

1.6.2 Développement des cellules gliales entériques

Les CGE dérivent des cellules de la créte neurale, qui donnent naissance a la
fois aux précurseurs neuronaux et aux précurseurs gliaux (Gershon and Rothman
1991; Young et al. 2003). Alors que les neurones entériques se différencient a partir
du stade E10.5 et sont identifiés au niveau du front de migration, les CGE restent en
aval a une certaine distance du front de migration (Young et al. 2003). Les
précurseurs qui entrent dans le tube digestif et entament une migration dans le
sens rostro-caudal vont en effet se séparer en deux populations : les précurseurs
neuronaux et les précurseurs gliaux. La migration et la différenciation des
précurseurs gliaux est sous le contréle de différents génes et facteurs
environnementaux, principalement la neurotrophine-3 (NT-3) qui active le
récepteur a tyrosine kinase TrkC (Chalazonitis et al. 1998). Ce récepteur est
également régulé par les protéines bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) et BMP-
4, membres de la superfamille TGF-B (Chalazonitis et al. 2004). D’autres facteurs
sont également impliqués dans le développement des CGE : le ciliary neurotrophic
factor (CNTF) et le leukemia inhibitory factor (LIF) via les sous-unités alpha (CNTFRa)
et beta (gp130 et LIFRB) du récepteur au CNTF, respectivement (Chalazonitis et al.
1998) ; les neurégulines (NRGs) via le récepteur ErbB3 et son corécepteur ErbB2
(Marchionni et al. 1993). Enfin les facteurs de transcription Sox-8 et Sox-10 jouent
un réle crucial dans le développement des CGE puisque Sox-10 contrdle I’expression
du récepteur erbB3 par les cellules de la créte neurale (Britsch et al. 2001; Maka et

al. 2005).

Certaines études suggérent |'existence de populations bien distinctes de
CGE. Cette distinction était quelquefois basée sur des différences morphologiques
entre les CGE entourant les corps cellulaires, qui possédent des extensions trés
courtes, et celles localisées au niveau des fibres nerveuses qui ont de trés longues

extensions. L'existence de CGE présentant les deux types d’extensions empéche
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cependant toute distinction basée sur ce critére. D’autres études se sont basées sur
les différences d’expression de la GFAP ou de production de cytokines entre les
CGE. L’expression de ces protéines étant modulée par différents facteurs
environnementaux, il est cependant difficile de confirmer I’homogénéité ou

I’'hétérogénité des populations gliales (Ruhl 2005).

L'analogie entre CGE et astrocytes du SNC trouve ses limites dans le fait que
le microenvironnement des CGE est complétement différent de celui des astrocytes.
De méme, alors que le développement des CGE est controlé en partie par les NRG,
celui des astrocytes ne I'est pas. Par ailleurs, la production d’interleukine-6 (IL-6) par
les CGE et la modulation de cette production par d’autres cytokines (IL-1pB)
soulignent d’autres différences existant entre ces deux types cellulaires (Ruhl et al.

2001; Crone et al. 2003).

1.6.3 Fonctions physiologiques des cellules gliales entériques

Pendant des années les cellules gliales ont été considérées comme des
simples cellules de support du systeme nerveux, ce qui leur a donné leur nom (glie =
‘glue’ en grec). Ce concept est totalement dépassé suite aux nombreux travaux
montrant I'implication des cellules gliales dans le contrdle des fonctions neuronales.
Par ailleurs, les CGE interagissent avec les autres types cellulaires présents dans leur
environnement et interviennent dans la régulation de leurs fonctions. Des études
montrent par exemple le réle des CGE dans le contréle des fonctions de la BEI, ce
qui autorise certaines analogies avec le controle de la barriere hémato-

encéphalique exercé par les astrocytes du SNC (Neunlist et al. 2008).

1.6.3.1 Interactions glie-neurones : contréle des fonctions neuronales par

les cellules gliales entériques

L'importance des CGE dans le contréle des fonctions neuronales a été
soulignée par leur invalidation spécifique dans deux modéles murins transgéniques.
La destruction spécifique des CGE est associée a une dégénérescence des neurones

entériques (Bush et al. 1998) ou a une modulation du codage neurochimique si la
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destruction est plus modérée (Aube et al. 2006). Ceci suggere le rble crucial que
jouent les CGE dans la régulation des fonctions neuronales. Le contréle glial pourrait
s’effectuer a différents niveaux, de I'apport nutritionnel a la production de facteurs

neurotrophiques afin d’assurer un microenvironnement neuronal protégé.

1.6.3.1.1 La cellule gliale entérique comme élément de support

Le rble de support a été le premier réle attribué a la cellule gliale. En effet,
les CGE jouent un rble de soutien mécanique et nutritionnel des neurones
entériques. Tout d’abord, il a été montré que les CGE favorisaient la mise en place
et la structuration spatiale des ganglions entériques. Ceci est d( principalement a la
présence des gliofilaments qui permettent I'ancrage des CGE a la surface des
ganglions (Gabella 1990). Il en résulte un réseau dense de CGE entourant la surface
ganglionnaire. Cela étant, loin d’assurer un soutien passif, les CGE répondent aux
stimulations mécaniques par une surexpression du gene c-fos (géne de réponse
précoce souvent utilisé comme marqueur d’activité neuronale) mais aussi par une
augmentation de leur taux intracellulaire de calcium, et ces ondes calciques

peuvent se propager vers les autres CGE (Sharkey et al. 1999; Zhang et al. 2003).

Les CGE jouent également le role de support nutritionnel et de protection en
garantissant aux neurones un microenvironnement protégé. Ce role est illustré
principalement par la production de facteurs neurotrophiques comme le GDNF et la
neurotrophin-3 dont le réle précis n’est pas encore identifié (Hoehner et al. 1996;
Bar et al. 1997). Par ailleurs, différentes études ont montré que les CGE
représentent une source majeure d’acides aminés utilisés par les neurones, pour la
synthese de neurotransmetteurs. La L-arginine par exemple, exclusivement

produite par les CGE, est indispensable a la synthése du NO (Nagahama et al. 2001).

1.6.3.1.2 Controle de la neurotransmission

De nombreuses études ont montré que les CGE jouaient un réle dans la
neurotransmission. Les CGE semblent étre impliquées a la fois dans la synthese et
I’élimination de neurotransmetteurs, mais elles peuvent aussi jouer un roéle actif

dans le processus de neurotransmission proprement dit.
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Des études immunohistochimiques ont montré I'expression exclusive de la
glutamine synthétase par les CGE (Jessen and Mirsky 1983). Cette enzyme
responsable de la conversion du glutamate en glutamine assure un double réle : le
premier est de détoxifier le milieu extracellulaire des molécules de glutamate qui
peuvent étre excitotoxiques a forte concentration; le second consiste a
approvisionner les neurones en molécules de glutamine nécessaires a la synthese
de deux neuromédiateurs, le glutamate et l'acide y-amino-butyrique (GABA)
(Galligan et al. 2000). De plus, il a été montré que le transporteur GAT2 (y-
aminobutyric acid (GABA) transporter) est préférentiellement exprimé par les CGE,
ce qui suggere leur implication dans I'élimination des molécules de GABA de
I’espace extracellulaire (Fletcher et al. 2002). Par ailleurs, il a été montré que les
transporteurs d’oligopeptides PEPT2 sont exprimés d’une facon majoritaire par les
CGE (Ruhl et al. 2005), leur permettant ainsi de récupérer et d’éliminer les produits

de dégradation des neuropeptides tels que le VIP afin de les recycler.

Les CGE sont également impliquées dans la transmission nitrergique
puisqu’elles sont la principale source de L-arginine, précurseur du monoxyde
d’azote (NO) neuronal (Nagahama et al. 2001; Fletcher et al. 2002). L'implication
des CGE dans la transmission nitrergique et peptidergique a été confirmée suite a la
destruction partielle des CGE qui induit une diminution du niveau d’expression des
deux neuromédiateurs, le NO et le VIP, dans les neurones entériques (Aube et al.
2006). Les CGE semblent aussi jouer un role dans la transmission purinergique.
L'expression de I'ecto-nucléotidase NTPDase-2 localisée a la surface des CGE mais
absente des neurones, suggere que les CGE contrélent la disponibilité des bases
purinergiques ATP et ADP (Braun et al. 2004). Enfin, les CGE expriment les canaux
potassiques voltage-dépendants ce qui leur permet de réguler la concentration
extracellulaire d’ions K*, dont I'accumulation peut affecter I'activité neuronale

(Hanani et al. 2000).

Par ailleurs, il a été montré que les CGE expriment des purinorécepteurs
(sous types P2X7 et P2Y2) (Kimball and Mulholland 1996; Vanderwinden et al. 2003)

et répondent aux agonistes ATP et UTP par une augmentation du calcium
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intracellulaire (Sarosi et al. 1998). Une autre étude montre que les CGE produisent
I'ATP permettant la propagation d’ondes de calcium entre les CGE (Zhang et al.
2003). Ces ondes calciques sont principalement dues a la présence de jonctions
communicantes entre les CGE (Hanani et al. 1989) et sont capables d’induire une
réponse neuronale, ce qui confirme I'implication active des CGE dans le processus

de neurotransmission.

1.6.3.1.3 Controle de la survie neuronale

Le réle des CGE dans le contréle de la survie neuronale a été tres peu étudié.
Leur implication a été suggérée par analogie avec les astrocytes du SNC. Et en effet,
les CGE produisent et sécretent des facteurs connus pour leurs roles
neurotrophiques et neuroprotecteurs dans le SNE ou dans le SNC, comme le GDNF,

le NGF ou le GSNO (Anitha et al. 2006; von Boyen et al. 2006; Savidge et al. 2007).

L’étude des neuropathies digestives et certains modeles animaux suggerent
gue les CGE jouent un rdole majeur dans le controle de la survie neuronale, par
I'intermédiaire de facteurs sécrétés. Ces aspects seront développés dans le

chapitre 3.3.

1.6.3.2 Interactions avec les cellules épithéliales intestinales

Il est évident que les CGE représentent les partenaires privilégiés des
neurones entériques. Cependant, ces cellules semblent également interagir avec

d’autres populations cellulaires présentes a proximité, notamment les CEl.

Les interactions glio-épithéliales ont été tres peu étudiées mais il semblerait
que ces interactions soient tres similaires aux relations qui existent entre les
astrocytes et les cellules endothéliales pour former la barriere hémato-
encéphalique (BHE). En effet plusieurs études ont montré dans des modeles in vivo
et in vitro que les astrocytes controlent les fonctions de la BHE (Beck et al. 1984;
Janzer and Raff 1987). Par analogie aux astrocytes du SNC, on préte aux CGE un role
similaire sur la BEl. Quelques éléments en faveur de cette hypothese sont issus de

I’étude d’'un modele murin transgénique dépourvu de CGE (souris GFAP-HSV-TK)
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(Bush et al. 1998). La déplétion des CGE a entrainé chez ces souris des altérations
majeures de l'intégrité de la BEI. Ces effets des CGE ont été récemment confirmés in
vitro : dans ce modele les CGE inhibaient la prolifération des cellules épithéliales
Caco-2, induisaient une augmentation de leur résistance transépithéliale et
augmentaient I'expression de la protéine des jonctions serrées Z0O-1. Ces effets
seraient médiés par le S-nitroglutathion (GSNO), molécule produite et sécrétée par
les CGE (Savidge et al. 2007). Une autre étude montre également les effets
antiprolifératifs des CGE dans un modeéle de co-culture via la libération de TGF-B1

(Neunlist et al. 2007).

Par ailleurs, une analyse transcriptomique récente a montré que les CGE
modulaient les fonctions impliquées dans la motilité, la morphologie, I'adhésion et
la prolifération des CEl (Van Landeghem et al. 2009, en révision). Plus
particulierement, il semblerait que les CGE soient impliquées dans la modulation de
la réparation et de la restitution épithéliales en augmentant I’étalement des CEl via
la libération du proEGF. Ces effets réparateurs des CGE sont médiés par
I'augmentation de I'expression et de I'activité de la protéine FAK (Focal adhesion
kinase) dans les cellules Caco-2 via une voie dépendante de 'EGFR (Van Landeghem

et al. 2009, en révision).

Enfin, d’autres médiateurs gliaux comme le GDNF, S100f ou IL-6 semblent
également impliqués dans la modulation des fonctions de la BEl, méme si leur
implication n’est pas directement démontrée (Bar et al. 1997; Ruhl et al. 2001;

Neunlist et al. 2008).
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2  Le stress oxydant et son implication dans les

maladies neurodégénératives

Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un
compartiment cellulaire. Ce déséquilibre en faveur d’un état oxydant peut étre di
soit a un excés de production d’agents pro-oxydants, principalement représentés
par les especes réactives de I'oxygene (ERO), soit a un défaut des défenses anti-
oxydantes. Cette rupture d’équilibre peut avoir des origines multiples, micro-
environnementales et/ou génétiques. Aprés avoir présenté les deux composantes
oxydantes et anti-oxydantes et les conséquences cellulaires du déséquilibre,
I'implication du stress oxydant dans les maladies neurodégénératives et dans les

pathologies digestives sera analysée.

2.1 Systemes oxydants: les especes réactives de I'oxygeéne

Chez les organismes vivants en aérobie, la phosphorylation oxydative
mitochondriale aboutit a la production d’énergie, stockée sous forme de molécules
d’ATP, et au transfert des électrons sur les molécules d’oxygéne. Le transfert partiel
des électrons sur des molécules d’oxygéne lors du métabolisme mitochondrial
conduit a la production de molécules intermédiaires instables comme ['anion
superoxyde (O;7) qui est une forme radicalaire (électron instable facilement
échangeable) centrale parmi les ERO (Figure 10). Les ERO sont beaucoup plus
réactives que les molécules d’O,. Elles comprennent des radicaux libres comme
I’'anion superoxyde (O;”) ou le radical hydroxyle (HO') mais aussi des espéces non
radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et I'oxygéne singulet (*O,)
(Simonian and Coyle 1996). Certaines de ces espéces sont extrémement réactives et
instables, tels I'anion superoxyde et le radical hydroxyle, d’autres comme I’ H,0,
sont relativement plus stables et peuvent diffuser librement. Toutefois, I’ H,0, peut
réagir avec les métaux de transition tels que le cuivre cuivreux et le fer ferreux, et

se décomposer en radical hydroxyle via la réaction de Fenton. L’anion radicalaire
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superoxyde occupe une position centrale et est a l'origine directement ou
indirectement d’autres ERO et aussi d’especes réactives de I'azote comme [|'anion
peroxynitrite (ONOO-) apres interaction avec le monoxyde d’azote NO. Méme si la
mitochondrie est un lieu privilégié de production des ERO, d’autres compartiments
cellulaires comme le cytosol, les membranes du réticulum endoplasmique et la
membrane plasmique peuvent étre trés actifs notamment par I'action de
différentes oxydases. Certaines molécules peuvent générer par auto-oxydation des

ERO : c’est le cas de la dopamine (Clement et al. 2002).

/ 02 [ ——
Lumidre UV oxygéne oxydases — H,0,
~ Peroxyde
'0, d'hydrogine
Oxygine singulet Mitochondrie
NAD(P)H oxydases / \
Superoxyde
dismutase (SOD) Pero:\;dases
catalase
¥ e
o. Réaction de
NoO® 02 Fenton (Fe?)
Monaxyde d'azote | Anion superoxyde
~ 0, +H,0
Réaction
d’Haber-Weiss
ONOOH \ )
Peroxynitrite HO
Radical hydroxyle

Figure 10 : Les espéces réactives de I'oxygene (ERO)

Ce schéma présente les différents types d’ERO et leur production au niveau cellulaire. Les ERO
regroupent a la fois les radicaux libres (OH", O2") ou des molécules trés réactives comme le peroxyde
d’hydrogeéne (H,0,) qui est susceptible de libérer des radicaux hydroxyles selon la réaction de Fenton,
en présence d’ions ferreux, ou via la réaction d’Haber-Weiss. Certaines molécules sont extrémement
réactives comme le peroxynitrite ONOO- qui est formé suite a la réaction entre les molécules de NO et
les radicaux O,°-. Ce schéma montre également le réle des différentes enzymes comme la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPX).
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La production des ERO est sans conséquence délétere si elle reste modérée ;
mais une activité mitochondriale accrue ou des situations de troubles nutritionnels,
inflammatoires ou génétiques peuvent I'accroitre. L'inflammation est notamment
associée a une production importante d’especes radicalaires par les cellules
phagocytaires activées au cours d’'un phénomene appelé “ I'explosion oxydative ”.
Ce phénomeéne consiste a activer les NADPH oxydases au niveau de la membrane
cellulaire, dans le but de produire des quantités importantes d’anions superoxydes

et d’ H,O, libérés a I'intérieur des phagosomes.

2.2 Les systemes de défense antioxydants

Les systemes antioxydants regroupent un ensemble de molécules et
d’enzymes capables d’inhiber la production des ERO et leur transformation (Sies
1997). On distingue d’abord les systéemes de défense non-enzymatiques regroupant
des molécules anti-oxydantes comme la vitamine E, la vitamine C et les
caroténoides, I'acide urique, le glutathion, les thiols et les métallothiénines. Un
autre systéme de défense de nature enzymatique est constitué par différentes
enzymes: superoxyde dismutases (SOD), catalases (CAT), glutathion peroxydases
(GPx), glutathion réductases (GR), le systeme thiorédoxine (Trx)/thiorédoxine
réductase (TrxR), peroxirédoxines (Prx) et glutarédoxines (Grx) (Fridovich 1998;
Kalinina et al. 2008; Reeves and Hoffmann 2009). Il existe enfin un troisieme groupe
formé par les protéines chélatrices du fer et du cuivre, comme la transferrine et
I’hémosidérine pour le premier, I'albumine et la céruloplasmine pour le second. Ces
chélateurs seraient ainsi impliqgués dans la prévention du stress oxydant en

séquestrant les ions métalliques impliqués dans la réaction de Fenton.

2.2.1 Les systemes antioxydants enzymatiques

Les enzymes impliquées dans la défense antioxydante sont activées dans des
situations physiologiques pour éliminer les ERO produites au cours du métabolisme

cellulaire. Les enzymes majeures sont les SOD, les catalases et les GPx (Figure 10).
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2.2.1.1 Les superoxyde dismutases

Les SOD sont des enzymes antioxydantes essentielles permettant de
transformer I'anion superoxyde O, en H,0, par dismutation. Trois formes de SOD
existent chez I’homme, une forme cytosolique (cSOD), une forme mitochondriale
(mSOD) et une forme extracellulaire (ecSOD). La réaction enzymatique est catalysée
par différents ions métalliques situés au centre de I'enzyme et dont la nature
permet de distinguer les différents sous-types de SOD : la SOD a Cuivre-Zinc (CuZn-
SOD), la SOD a manganese (Mn-SOD), la SOD a Fer (Fe-SOD) et la SOD a Nickel (Ni-
SOD) (Banci et al. 1998; Barondeau et al. 2004; Kaynar et al. 2005).

2.2.1.2 Les catalases

L'H,0, produit par les SOD est susceptible de produire des radicaux
hydroxyles en présence de métaux (réaction de Fenton). Les catalases sont
importantes pour dégrader I’ H,0, et empécher son accumulation. Les catalases
sont des enzymes tétramériques composées de quatre sous-unités de 60 KDa
comportant chacune un noyau ferriprotoporphyrine dans son site actif avec un
atome de fer a I'état Fe*" (Ko et al. 2000). Elles sont particulierement présentes
dans les peroxysomes. Ces enzymes permettent de convertir I’ H,0, en molécules

d’eau et d’oxygene moléculaire O,.

2.2.1.3 Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases (Figure 10) sont des protéines tétramériques de
85 KDa (Flohe et al. 1973; Arthur 2000). Chaque sous-unité contient un atome de
sélénium sous sa forme séléno-cystéine au niveau de son site actif. Les GPx
appartiennent ainsi a la famille des enzymes sélénodépendantes ou sélénoprotéines
(Reeves and Hoffmann 2009). Les GPx permettent de réduire I’ H,O, et les
hydroperoxydes lipidiques en présence de glutathion réduit et jouent ainsi un role

majeur dans la défense antioxydante de I'organisme chez les mammiféres.
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Il existe 5 isoformes de GPx identifiées chez les mammiferes. Méme si leur
expression est ubiquitaire, le niveau d’expression de ces 5 isoformes varie en
fonction du type de tissu. La GPx1 est une protéine homotétramérique
essentiellement localisée dans le cytoplasme et pour une faible part dans la matrice
mitochondriale. La GPx1 est la plus abondante des GPx et est retrouvée dans un
grand nombre de tissus (foie, reins, érythrocytes). La GPx2 est également un
homotétrameére avec une localisation cytoplasmique, en particulier dans les cellules
épithéliales du tube digestif ou elle aurait un réle protecteur important contre le
stress oxydant de l'intestin. La GPx3 est la seule GPx sécrétée et retrouvée dans le
plasma. La principale source de GPx3 est représentée par le rein mais d’autres tissus
(foie, coeur et cerveau) lI'expriment aussi. La sécrétion de GPx3 pourrait étre
associée a une activité antioxydante extracellulaire locale en utilisant non
seulement le glutathion réduit mais aussi la thiorédoxine ou la glutarédoxine
comme substrat réducteur (Bjornstedt et al. 1994). La GPx4 est retrouvée dans la
plupart des tissus (notamment le rein et les testicules), a la fois dans le cytoplasme
et dans la fraction membranaire. La GPx4 ou PHGPx est capable de réduire
directement les hydroperoxydes associés aux phospholipides, aux acides gras ou au
cholestérol résultant de la peroxydation lipidique de la membrane plasmique (Imai
et al. 1998). Enfin la GPx5 est exprimée spécifiquement dans I'épididyme et est la
seule GPx dont I'activité est indépendante du sélénium (Vernet et al. 1996; Chabory
et al. 2009). Méme si le principal substrat des GPx est I’ H,0,, elles sont aussi
capables de réagir directement avec les hydroperoxydes lipidiques. Elles
représentent ainsi une voie majeure de défense contre le stress oxydant (Valko et

al. 2007).

D’autres sélénoprotéines, comme la sélénoprotéine P, possedent des
capacités antioxydantes (Burk and Hill 2005). La sélénoprotéine P est une protéine
principalement synthétisée par le foie et sécrétée dans le plasma. Elle est un
transporteur important du sélénium. Elle possede également une activité
peroxydase extracellulaire, surtout vis-a-vis des hydroperoxydes phospholipidiques,

avec le glutathion ou d’autres donneurs d’électrons (thiorédoxine) comme co-
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facteurs. La sélénoprotéine P est exprimée et probablement sécrétée par d’autres

tissus, permettant une activité antioxydante extracellulaire locale.

2.2.2 Les systemes antioxydants non enzymatiques

La défense de I'organisme contre les ERO et le stress oxydant se fait aussi
grace a des molécules antioxydantes comme les vitamines E (tocophérols), C (acide
ascorbique) et Q (ubiquinone), et les caroténoides qui sont apportés par
I'alimentation. Ces molécules vont neutraliser les radicaux libres en captant
I’électron célibataire. Ces molécules peuvent piéger les ERO (“ effet scavenger ”). Il
existe par ailleurs des molécules endogénes comme le glutathion. Le glutathion, en
tant que co-facteur de différents systemes enzymatiques (voir ci-dessus), constitue
une des principales molécules antioxydantes capable de protéger I'organisme

contre les ERO radicalaires ou non-radicalaires.

2.2.2.1 Lesvitamines E et C

La vitamine E regroupe I'ensemble des molécules présentant une activité
biologique similaire a celle de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E comprend quatre tocophérols isomeres a, B, v, 0, qui ont des activités
antioxydantes variables. L'isoforme a est la forme la plus active ; elle comporte une
extrémité hydrophobe et une extrémité hydrophile. Son extrémité hydrophobe lui
permet de s’insérer entre les acides gras des membranes et des lipoprotéines, ou
elle joue un role protecteur en empéchant la propagation de la peroxydation
lipidiqgue induite par le stress oxydant (Khalil 2002). Les tocophérols oxydés
nécessitent la présence de vitamine C pour se régénérer. Sans cette synergie

d’action les tocophérols sont inactifs (Wang and Quinn 1999; Carr et al. 2000).

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble dans les
conditions physiologiques. Elle n’est pas synthétisée par I'organisme. Elle empéche
I’oxydation des lipoprotéines provoquée par divers systemes générateurs d’ERO
comme les neutrophiles ou les cellules endothéliales activées. Lors de son oxydation

en acide déhydroascorbique, elle passe par un état radicalaire intermédiaire, le
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radical ascorbyl, qui est nécessaire a la régénération de la vitamine E oxydée (Sies

and Stahl 1995; Stoyanovsky et al. 1995).

2.2.2.2 Le glutathion

C'est en 1921 que Frederick G Hopkins (Hopkins 1921) propose le terme de
glutathion pour dénommer “an autoxidisable constituent of the cell ” et remplacer
celui de « philothion » proposé par Rey Pailhad en 1888 dans ses travaux sur la
levure. Considéré comme la premiére ligne de défense antioxydante de I'organisme,
le glutathion, ou tripeptide y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine, représente le plus
abondant thiol libre non protéique. Il existe sous une forme réduite, le GSH,
majoritaire dans le milieu intracellulaire, et peut se transformer sous une forme
oxydée, le GSSG, correspondant a deux molécules de GSH reliées par un pont
disulfure au niveau des résidus cystéine. Sa concentration intracellulaire varie entre

0,5 et 10 mM alors que sa concentration plasmatique est entre 0,5 et 10 uM.

La synthése de ce tripeptide comprend 2 étapes enzymatiques dépendantes
de I'ATP (Figure 11). La premiere étape, aboutissant a la formation du dipeptide
glutamate-cystéine, est catalysée par la glutamate cystéine ligase (GCL), étape
limitante de la syntheése du glutathion. La GCL est un hétérodimere avec une sous-
unité catalytique (GCLc) et une sous-unité régulatrice ou “ modifier ” (GCLm)
(Franklin et al. 2009). La seconde étape catalysée par la glutathion synthétase (GS)
permet la liaison d’'une molécule de glycine au dipeptide déja formé. Le glutathion
synthétisé peut ensuite exercer un effet inhibiteur sur I'activité enzymatique de la
GCL. Les variations du niveau intracellulaire de glutathion réduit (GSH) vont
dépendre de la régulation de sa synthese d’une part et de I'activité des multiples
voies d’utilisation et de régénération du GSH (Figure 12). La synthése du GSH va
dépendre de la disponibilité en acides aminés et surtout de la cystéine (apport
alimentaire, métabolisme de la méthionine, activité de la y-glutamyl transpeptidase
ou YGT) et de l'activité des différentes enzymes impliquées dans la synthése du

GSH, en particulier la GCL (Lu 2009).
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Glutamate-
cystéine
ligase (GCL

L-Cysteine +L-glutamate + ATP T=———=2 v-Lglutamyl-Lcystéine +ADP+ Pi

v-Lglutamyl-Lcystéine + Glycine + ATP  &=————2 Glutathion +ADP+Pi

Figure 11 : Le glutathion, structure et réactions de synthése

(a) Structure de la molécule de glutathion (Glu-Cys-Gly). (b) La synthése du glutathion comprend 2
étapes enzymatiques ATP dépendantes. La premiere étape permet la formation du dipeptide y-L-
glutamylcystéine et est catalysée par la glutamate cystéine ligase (GCL). La seconde étape catalysée
par la glutathion synthétase permet la liaison d’une molécule de glycine au dipeptide déja formé.

2.2.2.3 Fonctions antioxydantes du glutathion

Comme le montre la figure 12, le glutathion est impliqué dans de
nombreuses fonctions (Lu 2009): (1) détoxification de certaines molécules par les
glutathion-S-transférases ou de concentrations toxiques de NO par la formation de
GSNO ; (2) stockage de la cystéine évitant une auto-oxydation rapide sous forme de
cystine et mise a disposition de la cystéine stockée par I'action conjointe de la yGT

et d’'une dipeptidase ; (3) protection contre le stress oxydant.

L'action antioxydante du glutathion peut étre médiée par différents
mécanismes. Tout d’abord le glutathion peut agir d’'une fagon non-enzymatique

avec différents types d’ERO comme I'anion superoxyde, le NO, le radical hydroxyle
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et le peroxynitrite ONOO™ (Clancy et al. 1994; Winterbourn and Metodiewa 1994;
Bains and Shaw 1997; Koppal et al. 1999). Le GSH posséde notamment un effet
“scavenger” de l'anion superoxyde supérieur a celui de la cystéine et de la N-

acétylcystéine (Hussain et al. 1996).

Cys +Gly G|l=+cls
* GCle/m
Dipeptidase * -
| Glu-Cys SNO
Glu + Cys-Gly | /
\ GS Céruloplasmine
yGT NO
Gy
Glutathion réduit
GSH H,0
GST — _ (Glu-Cys-Gly) LOH
Substrats / \
eR SP/GPx
NADPH + H*
\ Glutathion osxydé
o556
H0,
GIu-CIp-GIy
Glu-Cys-Gly

Figure 12 : Voies de régulation de la synthése et de la régénération du glutathion

Ce schéma permet d’illustrer les différentes voies permettant la synthese du glutathion, son
utilisation et sa régénération ainsi que les différentes enzymes impliquées.

Abréviations : Cys : Cystéine ; Gly : Glycine ; Glu : Glutamate ; GCLc/m : Glutamate cystéine ligase (c :
sous-unités catalytique et m: sous-unité modulatrice); GS: Glutathion synthétase; GSNO : S-
nitrosoglutathion ; LOH : hydroxyle lipidique ; LOOH : peroxydes lipidiques ; SP : Sélénoprotéine ; GPx :
Glutathion peroxydase, GR: Glutathion réductase, NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate ; GST : Glutathion-S-Transférase ; yGT : gamma Glutamyltranspeptidase.

Le glutathion agit également et surtout comme co-facteur indispensable
pour certaines enzymes comme les glutathion peroxydases (GPx), la sélénoprotéine
P, certaines peroxirédoxines et les glutarédoxines (Kalinina et al. 2008). Le
glutathion se retrouve alors sous sa forme oxydée GSSG qui pourra étre réduite a
nouveau par la glutathion réductase (GR) en présence de NADPH. Le ratio

glutathion réduit/oxydé est largement en faveur du glutathion réduit, de I'ordre de
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100 pour 1 dans les conditions normales. Elle peut descendre jusqu’a des valeurs
d’environ 50 pour 1 en conditions de stress (Maher 2005). Ce ratio sert souvent

d’indicateur global de I'état rédox de la cellule.

Par ailleurs, le glutathion forme des liaisons disulfures avec les groupements
thiols des protéines sous I'action des glutathion S-transférases (GST). Ce mécanisme
appelé S-glutathionylation protége les protéines d’oxydations irréversibles et peut

également intervenir dans la régulation de leurs fonctions (Giustarini et al. 2004).

De plus le glutathion aurait un role neuromodulateur en se liant par son
groupement y-glutamyl aux récepteurs NMDA et en modifiant les réponses
neuronales induites par ce récepteur (Janaky et al. 1999). Le glutathion associé au
NO ou S-nitrosoglutathion (GSNO) constitue une forme importante de stockage du
NO (Singh et al. 1996). Rauhala et al. (1998) ont montré que le GSNO avait un effet

neuroprotecteur dans le cerveau lors d’un stress oxydant (Rauhala et al. 1998).

Enfin, il a été montré que la synthése de glutathion est nécessaire pour
I’entrée et la progression des cellules dans le cycle cellulaire (Poot et al. 1995). Le
glutathion pourrait également induire la différenciation neuronale des cellules

stromales de la moelle épiniere (Sagara and Makino 2008).

2.2.3 Régulation des systemes antioxydants : role de Nrf2

La mise en place et le contréle des systemes antioxydants dans la cellule
sont en grande partie sous le contréle de la voie Nrf2/ARE (Nuclear factor E2-
related factor 2/Antioxidant response element) qui régule I'expression des génes
codant pour différentes protéines enzymatiques impliquées dans la synthese (GCL)
ou dans [lutilisation du glutathion (GST) ou d’autres enzymes a activité

antioxydante.

L'induction des enzymes de protection contre les ERO est contrbélée au
niveau transcriptionnel par I’élément de réponse ARE. Cette séquence retrouvée

dans le promoteur de différents génes antioxydants a été initialement décrite dans
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le promoteur des génes codant pour la GSTA2 (glutathione-S-transferase A2) et la
NQO1 (NADPH quinone oxidoreductase) (Friling et al. 1990; Favreau and Pickett
1991). Une altération du potentiel rédox de la cellule, suite a une augmentation des
ERO ou une diminution des capacités antioxydantes, pourrait représenter un signal
d’induction des génes antioxydants. L'activation de ces génes via ARE est
principalement médiée par le facteur de transcription Nrf2 (Moi et al. 1994).
D’abord identifié pour le géne codant la protéine NQO1 (Venugopal and Jaiswal
1996), ce facteur de transcription Nrf2 est impliqué dans I'activation de nombreux

autres génes (Nguyen et al. 2003).

Nrf2 est un membre de la sous-famille Cap n’collar (CNC) des protéines bzip
qui se caractérisent par un domaine de dimérisation et un domaine de liaison a
I’ADN bien conservés (Motohashi et al. 2002). Nrf2 se lie a I’ADN au niveau de la
séquence ARE sous forme d’hétérodimere avec une des petites protéines Maf.
L'absence de Nrf2 est associée a une perte de régulation de I'expression de genes
codant pour de nombreuses protéines: protéines de la réponse antioxydante,
protéines chaperones, et protéines impliquées dans la protéolyse dépendante de
I"'ubiquitine, la croissance cellulaire et I'apoptose (McMahon et al. 2001; Lee et al.
2003). L'absence de Nrf2 n’altére pas le développement embryonnaire chez la
souris mais provoque une sensibilité accrue au stress oxydant (Enomoto et al. 2001;

Yoh et al. 2001; Cho et al. 2002).

L’activité de Nrf2 est régulée en partie par la protéine Keap1l (Kelch-like ECH-
associated protein 1), protéine cytoplasmique avec un domaine C-terminal “ Kelch ”
de liaison avec le domaine N-terminal “ Neh2 ”“de Nrf2 (Figure 13) permettant de
maintenir le facteur de transcription dans le cytoplasme (ltoh et al. 1999). Ce
domaine “ Kelch ” se lie également aux molécules d’actine et cette liaison semble
impliquée dans la séquestration de Nrf2. En effet, il a été démontré que I'altération
du cytosquelette d’actine favorisait la translocation de Nrf2 dans le noyau (Kang et
al. 2004). Keapl séquestrerait ainsi Nrf2 dans le cytoplasme, I'empéchant ainsi
d’aller agir comme facteur de transcription dans le noyau (Figure 13). Mais des

études récentes suggerent un autre mécanisme de répression de Nrf2 : la protéine
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Nrf2, trés instable (demi-vie 15 min environ), est dégradée par le protéasome apres
ubiquitinylation par un complexe E3 ligase constitué de plusieurs protéines, dont
Keapl (McMahon et al. 2003; Nguyen et al. 2003; Cullinan et al. 2004; Zhang et al.
2004).

Keapi NH2- N | BTB | Linker Kelch [ccOOH

Electrophiles
agents
protecteurs

Figure 13 : Schéma simplifié du mécanisme de répression de Nrf2 par Keap2

Dans ce modéle, le mécanisme de répression par Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) consiste
a séquestrer Nrf2 (Nuclear factor E2-related factor 2) dans le cytoplasme. L’activation de NRf2
survient sous I'effet d’électrophiles ou d’autres agents protecteurs qui vont se lier a Keapl au niveau
des résidus cystéine. Suite a cette liaison, Nrf2 est libéré, ce qui va permettre sa translocation dans le
noyau. Il y exerce son réle de facteur de transcription en se fixant a la séquence ARE (Antioxidant
response element). En haut a gauche sont représentés les structures des deux protéines Nrf2 et
Keapl. On suppose que l'interaction entre les deux protéines se fait au niveau du domaine Neh2 de
Nrf2.

Enfin, en réponse a un stress oxydant, I'activité transcriptionnelle de Nrf2
peut étre directement augmentée par différentes molécules associées au stress
comme les hydroperoxides lipidiques (Numazawa et al. 2003; Ishii et al. 2004), les
lipoprotéines oxydées (Ishii et al. 2004; Anwar et al. 2005) ou encore le monoxyde

d’azote (Kang et al. 2002). En dehors du stress oxydant, certains facteurs de
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croissance comme le fibroblast growth factor (FGF) ou le keratenocyte growth
factor (KGF) (Braun et al. 2002; Vargas et al. 2005) peuvent moduler I'activité du
facteur Nrf2. Il en est de méme pour certains dérivés des prostaglandines, comme la
15-désoxy-A'*'*-prostaglandine J2 (15d-PGJ2) (Itoh et al. 2004; Levonen et al.
2004).

2.3 Stress oxydant et conséquences cellulaires

Face a un stress oxydant, la cellule va subir des altérations marquées de ses
constituants majeurs (lipides, protéines, ADN) (Figure 14). La cellule va réagir en
augmentant ses capacités antioxydantes (activation de Nrf2, production de
glutathion, expression des enzymes antioxydantes par exemple) et ses capacités de
réparation (ADN) et/ou d’élimination (protéines) (Berlett and Stadtman 1997). Elle
peut également inhiber les voies de production des ERO comme la chaine
respiratoire, le cytochrome P450 et les NADPH oxydases (Morel and Barouki 1999;
Barouki and Morel 2001). La survie de la cellule dépend de cette lutte contre le
stress oxydant, qui peut la conduire a une mort programmée de type apoptotique

et/ou autophagique, voire a une mort nécrotique.

Ces altérations cellulaires induites par le stress oxydant, associées ou non a
une mort cellulaire, peuvent étre a I'origine de dysfonctionnements tissulaires. C’est
le cas dans le vieillissement et dans certaines maladies neurodégénératives
(maladie de Parkinson, maladie d’Alzheimer), cardiovasculaires, endocriniennes

(diabéte) ou digestives.
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Figure 14 : Altérations des différents constituants de la cellule par les espéces réactives de

Altération fonctionnelle des récepteurs

nucléiques sulfhydryls
Production d'aldéhydes:
malondialdehyde,
hydroxynonenal...
Altération Perturbation Altération des protéines
des génes de l'intégrité membranaire Sytémes enzymatiques

actives/inactiveés

Dommages cellulaires

I'oxygéne (ERO)

Les especes réactives de I'oxygéne (ERO) ont des effets néfastes en attaquant les différents
constituants de la cellule. Ce schéma montre les conséquences observées suite a une augmentation
de la quantité d’espéces réactives de I'oxygéne (ERO). Les altérations induites par les ERO se
caractérisent principalement par une peroxydation lipidique, une oxydation des groupements
sulfhydryls des protéines et une oxydation des acides nucléique. Ces altérations ont donc pour
conséquence majeure une perturbation des membranes et des récepteurs, un déréglement des

systémes enzymatiques et des altérations génétiques. Monteil et al. 2004

53



2.3.1 Altération des différents constituants de la cellule

2.3.1.1 La peroxydation lipidique

Une des cibles majeures des ERO sont les lipides, et particulierement les
lipides membranaires. L'oxydation des lipides est initiée et favorisée par des métaux
comme le fer et le zinc via la réaction de Fenton. La peroxydation lipidique est une
réaction en chaine, initiée par le transfert d’'un atome d’hydrogene d’un lipide
membranaire sur les radicaux libres HO® ou 02 (Ercal et al. 2001; Tweeddale et al.
2007). Le radical carboné lipidique, dépourvu de son atome d’hydrogene, va alors
réagir avec I'oxygeéne moléculaire et former un radical peroxyl. Ce radical peut lui-
méme enlever un atome d’hydrogéne a un autre acide gras. Cette réaction en
chaine provoque la formation d’hydroxyperoxydes de lipides, composés trés peu
stables qui sont dégradés en présence de métaux ou de complexes protéines-
métaux comme les hémoprotéines (Esterbauer et al. 1992; Marnett 1999). Des
aldéhydes trés réactifs sont issus de cette dégradation: le 4-hydroxy-2-nonenal
(HNE) principalement, le 4-hydroxy-2-hexenal (HHE) et le malonedialdehyde (MDA).
Ces produits vont réagir avec les résidus lysine, cystéine et histidine des protéines
membranaires (Catala 2009). Leurs effets toxiques sont liés in fine a I'altération des

fonctions de la membrane.

La membrane plasmique est particulierement touchée par la peroxydation
lipidique. La propriété principale d’une membrane plasmique est la fluidité, qui
autorise le déplacement des molécules lipidiques dans son plan. Cette fluidité
dépend essentiellement de la présence d’acides gras insaturés au sein des
phospholipides. Ces acides gras sont particulierement sensibles aux radicaux libres.
Un processus de peroxydation lipidigue méme modéré peut avoir des
conséquences importantes sur les fonctions de la membrane : modifications de la
fluidité et de la perméabilité membranaire (perte de perméabilité et du potentiel
membranaire), altération du transport d’ions et inactivation des récepteurs et

enzymes membranaires (Nigam and Schewe 2000).
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2.3.1.2 Oxydation des protéines

Les ERO attaquent directement les acides aminés, particulierement les
acides aminés soufrés et aromatiques. L'oxydation des acides aminés va entrainer
des modifications structurales des protéines, ce qui pourrait favoriser leur
agrégation ou leur dégradation par des protéases (Squier 2001). Ces altérations
peuvent s’accumuler dans les tissus et augmenter avec I'age, ce qui entraine une
perte de fonction des organes. L’oxydation des acides amin-és soufrés en particulier
est souvent associée a une perte de groupements thiols, ces groupements étant
particulierement abondants et jouant un réle majeur dans la fonction des enzymes

antioxydantes.

L’oxydation des protéines membranaires peut induire une modification du
caractére antigénique ou des propriétés fonctionnelles des protéines (récepteurs,
enzymes). Ces protéines deviennent plus sensibles aux protéases et plus
hydrophobes. La présence de groupements carbonyles est souvent utilisée comme
marqueur de l'oxydation des protéines et du stress oxydant (Chakravarti and

Chakravarti 2007).

Une autre voie d’altération protéique induite par le stress oxydant fait
intervenir les molécules de glucose oxydées en présence d’ions métalliques. Il en
résulte une production d’aldéhydes et d’ H,0,. Les aldéhydes entrainent des

altérations irréversibles des protéines par glycation (Wolff et al. 1989).

2.3.1.3 Oxydation de 'ADN

L’ADN est une molécule trés sensible a I'attaque des radicaux de I'oxygéne.
L’ADN mitochondrial, du fait de sa proximité de I'une des sources majeures des
ERO, la chaine respiratoire mitochondriale, est particulierement vulnérable
(Stevnsner et al. 2002). De plus, le potentiel de réparation de ’ADN mitochondrial
est plus faible que celui de I’ADN nucléaire. Le stress oxydant peut provoquer
différents types d’altérations au niveau de la molécule d’ADN : cassures simple ou

double brin, oxydation des bases puriques et pyrimidiques, pontages ADN-ARN ou
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ADN-protéines ou formation de sites abasiques (Beckman and Ames 1997; Henle
and Linn 1997). Toutes ces altérations sont illustrées sur le schéma de la figure 15
(Favier 2006). Les attaques des ERO peuvent cibler les bases puriques et
pyrimidiques et en particulier la guanine. La 8-hydroxyguanine et la 8-oxoguanine
ainsi produites sont utilisées comme marqueur d’oxydation de ’ADN (Hayakawa et
al. 1991). La réparation de ces modifications de I’ADN est souvent essentielle a la
survie cellulaire et différents mécanismes ont été décrits permettant de corriger les
altérations ciblées sur les bases de I’ADN et les ruptures de brins (Croteau and Bohr

1997).
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Figure 15 : Lésions de ’ADN formées par I’attaque des espéces réactives de I’'oxygéne (ERO)

L’attaque du double brin d’ADN par les ERO peut engendrer différents types d’altérations : cassures
simple ou double brin, oxydation des bases puriques et pyrimidiques, pontages ADN-ARN ou ADN-
protéine, adduits de dérivés d’oxydation lipidique ou formation de sites abasiques. D’aprés Favier,
2006.
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2.3.2 Mort cellulaire induite par le stress oxydant

Lorsque les altérations sur les différents constituants cellulaires induites par
le stress oxydant sont trop importantes et irréversibles, la cellule va alors entrer
dans un processus de mort cellulaire programmée. Il existe plusieurs types de mort
cellulaire programmée (Assuncao Guimaraes and Linden 2004; Fink and Cookson
2005), mais la mort apoptotique (Kerr et al. 1972; Hengartner 2000) reste la voie
principale impliquée dans le stress oxydant (Chandra et al. 2000). Classiquement la
mort apoptotique s’oppose a la mort nécrotique considérée comme une mort
cellulaire non programmée (Proskuryakov et al. 2003), avec rupture de la

membrane et libération du contenu intracellulaire (Figure 16).

Necrosis 'i Apoptosis

/ L,{. &/
Phagooyte "-.;_ *_’_f -

Figure 16 : Différences morphologiques observées au cours De la nécrose et de I'apoptose

La nécrose (necrosis) est caractérisée par une augmentation rapide du volume cellulaire, une perte
précoce de l'intégrité membranaire et mitochondriale, et le relargage du contenu lysosomial,
provoquant une lésion et une réaction inflammatoire au niveau du tissu environnant. Au contraire,
l'apoptose (apoptosis) se caractérise par le maintien de l'intégrité membranaire jusque dans les
phases tardives du processus et une diminution du volume cellulaire. La structure des organelles est
préservée alors que la chromatine se condense et se fragmente. La cellule se fragmente également en
corps apoptotiques (apoptotic bodies) mais préserve son contenu lysosomial. D’aprés Cotran et al.
Robbins Pathologic Basis of Disease, 1999.
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Au cours du processus apoptotique, la cellule va subir une série de clivages
protéolytiques intracellulaires qui vont cibler le cytoplasme puis le noyau, sans que
I'intégrité de la membrane plasmique ne soit altérée. Des modifications au niveau
du cytosquelette entrainent des changements au niveau de la forme et de la taille
de la cellule avec I'apparition de protubérances a sa surface (Kerr et al. 1995). La
polarité des phospholipides membranaires est modifiée avec un passage des
phosphatidylsérines du feuillet interne au feuillet externe, modification souvent
utilisée pour identifier les cellules en apoptose (marquage a I'annexine V). Dans un
deuxieme temps le noyau se condense et devient pycnotique du fait de la
dégradation des protéines de la membrane nucléaire. L'ADN clivé par les
endonucléases va générer, selon les cellules, de gros fragments d’ADN ou une
échelle d’unités nucléosomiques (fragments d’ADN de 200 pb) (Nagata 2000).
L'intégrité membranaire et la rapidité d’élimination cellulaire font qu’une apoptose
méme massive n’induit pas d’inflammation, contrairement a la nécrose ou les
différents compartiments cellulaires déversent leur contenu enzymatique au sein

des tissus, déclenchant une réponse inflammatoire (Saikumar et al. 1999).

Le processus apoptotique se caractérise par une cascade d’événements
moléculaires et biochimiques dont les mécanismes peuvent étre activés par
différents signaux extracellulaires ou intracellulaires (Saikumar et al. 1999; Vallette
2001). La voie extrinseque est activée par des récepteurs membranaires, alors que
la voie intrinseque est initiée dans la mitochondrie. Ces deux voies peuvent co-
exister et interagir dans certaines situations (Kurz et al. 2007). Les différentes voies
d’activation de I'apoptose sont illustrées dans le schéma de la figure 17, montrant

un mécanisme final similaire avec 'activation de la caspase 3.

C'est la voie intrinseque qui est le plus souvent impliquée lors d’un stress
oxydant. En effet, la présence de radicaux libres induit une altération du potentiel
de la membrane interne de la mitochondrie, qui engendre une entrée d’eau dans le
stroma, un gonflement de la mitochondrie et une altération de la membrane
externe. La dysfonction de la membrane externe engendre la sortie de molécules de

I’espace inter membranaire comme le cytochrome C et/ou I'AIF (Apoptosis inducing
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factor). L'ouverture des canaux de la mitochondrie est controlée par les protéines
de la famille Bcl-2 (Petit et al. 2009). Cette famille est composée de molécules anti-
apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xL et de molécules pro-apototiques tels que Bax et
Bad (Juin et al. 2005; Lalier et al. 2007). Le cytochrome c libéré va se lier a une
protéine cytoplasmique appelée APAF-2 (Apoptotic protease activating factor-2) et
le complexe formé peut alors s’associer a la caspase-9 pour former I'apoptosome.
L’activation de la caspase 9 par clivage va entrainer a son tour le clivage de la
caspase 3 et son activation (Susin et al. 1996). La caspase 3, protéase effectrice de
I’'apoptose, va elle-méme induire le clivage de protéines comme la PARP et conduire
a une fragmentation de I'ADN et aux changements morphologiques observés au
niveau de la cellule (Janicke et al. 1998). L’AIF également libéré par la mitochondrie
va migrer dans le noyau et induire directement une fragmentation de I’ADN (Susin
et al. 1999). La libération de ces deux molécules, le cytochrome c et/ou I’AlF, varie
en fonction du type cellulaire et du type de stimuli (Cande et al. 2002; Cande et al.

2002).
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Figure 17 : Voies extrinseque et intrinseque d’induction de I’apoptose.

La voie extrinseque ou voie des récepteurs de mort, tels que Fas et TNFR (tumor necrosis factor
receptor), est activée apreés fixation de leurs ligands respectifs (FasL et TNFa) et formation du
complexe DISC (death inducing signalling complex). Ces derniers induisent [I’activation des
procaspases initiatrices 8 et/ou 10.

La voie intrinséque ou voie mitochondriale est activée par des stress spécifiques comme certaines
infections virales et se caractérise notamment par une dépolarisation de la membrane
mitochondriale externe et la libération du cytochrome c (Cyt-c) dans le cytosol. Ce dernier s’associe
avec la protéine adaptatrice Apafl (apoptotic protease-activating factor-1) et la procaspase 9, pour
former I'apoptosome. La voie mitochondriale est finement régulée par les protéines de la famille de
Bcl2 (B cell lymphoma-2).

Les deux voies aboutissent a I'activation de la procaspase 3 en caspase 3 exécutrice, responsable de
I"activation d’enzymes qui induisent le clivage nucléotidique. D’aprés Blondel et al. 2006.
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2.4 Stress oxydant dans le SNC

Le stress oxydant est sans aucun doute impliqué dans la progression de
nombreuses pathologies chez 'homme, parmi lesquelles les cancers, les maladies
cardiovasculaires, le diabéte, les maladies inflammatoires et les maladies
neurodégénératives (Valko et al. 2007). Le fait que les ERO soient directement a
I'origine de certaines de ces maladies est plus discuté. Dans cette analyse
bibliographique, I'impact du stress oxydant sur les maladies neurodégénératives
sera d’abord abordé, avec une attention spéciale portée sur le role des cellules
gliales astrocytaires. Le role du stress oxydant dans les pathologies digestives,
notamment inflammatoires, sera ensuite analysé. Son impact sur les neuropathies

entériques et le réle potentiel des cellules gliales entériques seront étudiés.

2.4.1 Stress oxydant et pathologies neurodégénératives

Le cerveau est un organe particulierement sensible au stress oxydant. Sa
consommation importante d’oxygéne sous-entend une production potentiellement
élevée d’ERO. De plus, le SNC est trés riche en acides gras insaturés cibles de la
peroxydation lipidique. Enfin les enzymes antioxydantes telles que les SOD, la
catalase et les GPx y sont moins abondantes que dans les autres organes (foie,
intestin) (Dringen 2000). Le développement des maladies neurodégénératives est
clairement associé au vieillissement. L’'augmentation de la fréquence de ces
pathologies dans les pays industrialisés est liée a 'augmentation de I'espérance de
vie. Le vieillissement est associé au déclin général des défenses antioxydantes, et le

cerveau y est sans doute |'un des plus vulnérables.

De nombreuses études ont mis en évidence, dans les cerveaux post mortem
de patients atteints de maladies neurodégénératives, la présence de différents
marqueurs du stress oxydant comme |’oxydation et la nitration des protéines, des
lipides et de I’ADN (Marcum et al. 2005; Hald et al. 2007; Qin et al. 2007). La
détection de ces marqueurs ne permet pas de déterminer si le stress oxydant joue

un réle primaire et causal ou s’il constitue un phénomene secondaire et tardif. Le
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stress oxydant intervient par exemple dans la pathogénie de la maladie
d’Alzheimer, de la maladie de Parkinson et de la sclérose latérale amyotrophique
(Rao and Balachandran 2002; Yamashita and Matsumoto 2007; Kamat et al. 2008).
Le stress oxydant y constitue un lien entre les facteurs environnementaux (métaux
lourds, pesticides, etc.) et les facteurs endogenes et génétiques impliqués dans leur

pathogénie.

L'utilisation de modeles expérimentaux reproduisant ces pathologies
suggere que le stress oxydant n’est pas seulement la conséquence d’un
dysfonctionnement mitochondrial mais qu’il résulte également d’un processus actif
de réponse immunitaire non spécifique dans le cerveau. Si l'activation de cette
réponse est indispensable a la survie, elle est peut étre activée de facon
inappropriée et causer la mort des neurones. Le stress oxydant peut par ailleurs
avoir des effets indirects en agissant d’abord sur la barriere hémato-encéphalique
ou sur les astrocytes, avec des répercussions secondaires sur les corps cellulaires

des neurones et leurs prolongements axonaux.

2.4.1.1 Origine et conséquences du stress oxydant dans les pathologies

neurodégénératives

Dans les conditions normales, la faible quantité d’ERO produite par la chaine
respiratoire mitochondriale, par différentes oxydases ou par certaines réactions
spécifiques (Fenton, Haber-Weiss) ne conduit pas a un stress oxydant. Ces ERO sont
probablement indispensables au fonctionnement de la cellule. Cependant au niveau
du cerveau, un défaut de fonctionnement mitochondrial, en particulier au niveau du
transfert d’électrons, aboutit rapidement a une production excessive d’ERO et a une

dégénérescence neuronale (Swerdlow et al. 1996; Fukui and Moraes 2008).

Les maladies neurodégénératives sont souvent associées a la formation
d‘agrégats de protéines spécifiques (Simonian and Coyle 1996) comme le peptide [3-
amyloide et la protéine Tau (maladie d’Alzheimer) ou la protéine a-synucléine
(maladie de Parkinson). Les modifications protéiques induites par les ERO et les

especes réactives de I'azote interviennent en modifiant les propriétés de solubilité
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et 'agrégabilité des protéines. Ces altérations protéiques, en retour, ont souvent
pour conséquence une augmentation de la production d’ERO et I'activation de la
microglie constituée de cellules de nature macrophagique. L’activation microgliale
est une composante commune aux maladies neurodégénératives et se traduit par
un processus inflammatoire, avec libération de cytokines pro-inflammatoires
(TNFa), de prostaglandines (PGE2), d’ERO et d’especes réactives de l'azote
(monoxyde d’azote et peroxynitrite). Ces trois processus d’agrégation protéique,
d’activation microgliale et d’inflammation sont particulierement favorables, en
présence d’'un niveau élevé de cations métalliques (Fe, Cu et Zn), a la génération
d’un stress oxydant et/ou nitrosylant. Les altérations consécutives des constituants
cellulaires des neurones initient le processus de neurodégénérescence (Simonian

and Coyle 1996; Liu et al. 2002; Valko et al. 2007).

L'identification des mécanismes responsables du stress oxydant d’une part
et les conséquences observées sur les composantes cellulaires d’autre part ont
permis de mieux comprendre ces différentes pathologies neurodégénératives que

sont la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la SLA.

2.4.1.2 Stress oxydant et maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est caractérisée a la fois par des dépots extra-
cellulaires de peptide B-amyloide, formé par la protéolyse de I'APP (Amyloid
precursor protein), et par des inclusions intra-neuronale de protéine Tau. Les
inclusions de protéines Tau sont les mieux corrélées aux symptomes neurologiques
et a la perte neuronale, mais la pathologie amyloide serait I'initiatrice du processus

dégénératif (hypothése de la cascade) (Duyckaerts et al. 2009).

La dysfonction mitochondriale et le stress oxydant semblent impliqués
précocement dans la pathogénie de la maladie d’Alzheimer. Des modifications
importantes des constituants neuronaux ont été rapportées comme la glycation des
protéines (Advanced glycation end products ou AGEs), la peroxydation lipidique (4-
HNE, MAD) et les modifications des bases de ’ADN (8-OHdG) (Markesbery 1999;
Mamelak 2007).
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La formation des oligoméres de peptide P-amyloide, préalable a leur
agrégation, est une étape importante dans l'induction du stress oxydant. Les
oligomeres peuvent directement générer des ERO en présence d’ions fer ou cuivre
(Huang et al. 1999), dont la concentration est augmentée dans les régions
cérébrales atteintes. Des radicaux libres sont formés tres tot au cours du processus
d’agrégation (Tabner et al. 2005). Les souris transgéniques déficientes pour
I’enzyme mitochondriale antioxydante Mn-SOD présentent une exacerbation des
dépots amyloides, suggérant que le stress oxydant facilite en retour la production
du peptide B-amyloide (Li et al. 2004), par un effet présumé sur les protéases
responsables de sa synthéese a partir de la protéine APP ([3-sécrétase ou BACE-1 et y-

sécrétase).

Le stress oxydant pourrait lui-méme induire I'hyperphosphorylation de la
protéine Tau, prélable et nécessaire a son agrégation (Melov et al. 2007). Cette
phosphorylation provoquerait la dysfonction puis la mort neuronale par la
déstabilisation des microtubules. Ainsi le stress oxydant pourrait constituer le lien

manguant entre pathologie amyloide et agrégats de protéine Tau.

2.4.1.3 Stress oxydant et maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson se caractérise par une dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée. Les corps cellulaires des
neurones dopaminergiques sont situés dans la substance noire (substantia nigra
pars compacta ou SNpc) et les axones se projettent dans le striatum ou ils libéerent
la dopamine. D’autres types de neurones (glutamatergiques, cholinergiques et
adrénergiques) présentent également des altérations structurales. L'une des
caractéristiques de la maladie de Parkinson est la présence d’agrégats
intracellulaires dans les corps neuronaux (corps de Lewy) et/ou dans les axones
(neurites de Lewy). Ces agrégats contiennent différentes protéines, I'a-synucléine

et 'ubiquitine étant les composants majoritaires (Braak and Del Tredici 2009).

Le stress oxydant participe activement a la neurodégénérescence

dopaminergique. Des altérations au niveau des protéines (oxydation et nitration),
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des lipides (peroxydation) et de ’ADN (oxydation des bases) ont été observées au
niveau de la substance noire chez les patients parkinsoniens (Danielson and
Andersen 2008). L’agrégation de I'a-synucléine et la formation des corps de Lewy
dépendraient en partie du stress oxydant. La nitration de I'a-synucléine induite par
les espéces réactives de |'azote augmente par exemple son agrégabilité (Hodara et
al. 2004). La vulnérabilité préférentielle de la substance noire a plusieurs origines
potentielles : (1) la dopamine elle-méme génere des ERO par auto-oxydation ou par
I'action enzymatique de la monoamine oxydase B, avec production d’H,0,, de
dopamine quinone et de neuromélanine (Stokes et al. 1999; Chinta and Andersen
2008) ; (2) la concentration physiologiquement élevée en fer dans la substance
noire, encore accrue dans la maladie de Parkinson, favorise la transformation de
I’'H,0, en radical hydroxyle, transformation accélérée par la neuromélanine (Snyder
and Connor 2009) ; (3) un niveau faible de glutathion réduit apparait tres tot et

diminue les capacités antioxydantes des neurones (Jenner 2003).

Confortant encore le role du stress oxydant, certaines mutations
responsables de formes familiales de maladie de Parkinson perturbent directement
les défenses antioxydantes de la cellule. Différentes mutations sur le géne codant
pour la protéine DJ-1 sont associées a une forme autosomale récessive de la
maladie (Bonifati et al. 2003). Or cette protéine est impliquée dans la régulation de
la synthése du glutathion (Zhou and Freed 2005). Enfin comme pour la maladie
d’Alzheimer, la composante environnementale pro-oxydante est également
importante dans |'évolution de la dégénérescence neuronale observée dans la

maladie de Parkinson, qu’elle soit associée ou non a une composante génétique.

2.4.1.4 Stress oxydant et sclérose latérale amyotrophique (SLA)

Cette maladie est caractérisée par une perte des motoneurones au niveau
de la moelle épiniére et du cerveau (Wijesekera and Leigh 2009). Des mutations au
niveau de la superoxyde dismutase (SOD-1) cytosolique et dépendante du Cu/Zn
ont été identifiées dans certains cas familiaux (Rosen 1993), sans établir

formellement si ces mutations entrainent un gain ou une perte de fonction. Cette
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enzyme est directement impliquée dans I'élimination des anions superoxydes, la
production d’ H,O; et la régulation du stress oxydant. De plus, une plus grande
disponibilité en cations métalliques Cu/Zn pourrait accélérer la production de
radicaux hydroxyles a partir de I'H,O, (réaction de Fenton) ou des anions
superoxydes (réaction d’Haber-Weiss). Enfin, une production augmentée d’anions
peroxynitrites a partir des anions superoxydes et du NO, pourrait expliquer la
nitration (nitro-tyrosine) des neurofilaments retrouvés dans des agrégats avec

I"'ubiquitine (Barber et al. 2006).

Cette analyse sur les maladies neurodégénératives et les relations avec le
stress oxydant s’est principalement focalisée sur la population neuronale. Toutefois,
la population gliale astrocytaire est concernée au premier plan. Les astrocytes
interviennent d’'une part dans la défense contre le stress oxydant, mais la
dysfonction des astrocytes qui peut résulter peut induire d’autre part une

prolifération excessive et une activation gliale aggravant le phénomene.

2.4.2 Neurodégénérescence et role des cellules gliales astrocytaires

2.4.2.1 Les cellules gliales astrocytaires ou astrocytes

Les cellules gliales représentent 90% des cellules au sein du systéme nerveux
central. Contrairement aux cellules neuronales, elles gardent leur potentiel de
renouvellement a I'dge adulte. Les cellules gliales regroupent trois différentes
populations qui ont des propriétés et des fonctions bien distinctes: les
oligodendrocytes, la microglie et les astrocytes. Alors que le réle des
oligodendrocytes dans myélinisation des axones et celui de la microglie dans la
fonction phagocytaire sont bien établis, les astrocytes ont longtemps été considérés
comme de simples cellules de “ support ” au sein du systéme nerveux (Figure 18).
Les connaissances sur les fonctions des astrocytes ont clairement évolué ces
derniéres années avec la mise en évidence de leur role dans le contréle des
fonctions synaptiques, du flux sanguin, de la neurogénese et de la survie neuronale

(Jessen 2004; Volterra and Meldolesi 2005).
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Figure 18 : Schéma représentant les différents types de cellules gliales

On observe sur ce schéma les différents types de cellules gliales interagissant avec les neurones et les
vaisseaux sanguins avoisinants. Les oligodendrocytes (en violet) produisent la myéline qui entoure les
prolongements axonaux et permet d’augmenter la vitesse de la transmission neuronale. Les
astrocytes (en vert) présentent des extensions qui entourent les vaisseaux sanguins et les synapses.
Les astrocytes sont responsable du contréle des fonctions neuronales et des fonctions de la barriere
hémato-encéphalique. La microglie (en orange), d’origine macrophagique, sont les cellules
immunitaires résidentes du systéme nerveux central. D’apres Allen et Barres, 2009.

2.4.2.2 Les astrocytes et le controéle des fonctions neuronales

Les astrocytes peuvent étre divisés en deux classes en fonction de leur
morphologie et leur localisation. On distingue les astrocytes protoplasmiques,

retrouvés dans la substance grise, avec des extensions qui entourent les synapses et
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les vaisseaux sanguins, et les astrocytes fibreux localisés dans la substance blanche
et au contact des nosuds de Ranvier et des vaisseaux sanguins. Une seule cellule
astrocytaire projette environ un millier d’extensions trés fines qui vont couvrir les
synapses et les vaisseaux sanguins (Ventura and Harris 1999; Bushong et al. 2002;

Barres 2008).

Une des premiéres fonctions attribuée aux astrocytes est celle de cellules
“nourriciéres”. Leur position stratégique entre les neurones et les capillaires
sanguins et leur équipement enzymatique impliqué dans le métabolisme des acides
aminés, de la taurine et des glucides leur permettent d’assumer ce role. Cet
équipement enzymatique est peu exprimé dans les neurones, engendrant une
compartimentation de certaines voies métaboliques entre neurones et astrocytes
(Kirchhoff et al. 2001). Parmi les enzymes spécifiquement astrocytaires, on releve la
glutamine synthase impliquée dans le cycle glutamine/glutamate (Norenberg and
Martinez-Hernandez 1979), la pyruvate carboxylase responsable de la synthése
d’oxaloacétate (Shank et al. 1985), et la glycogéne phosphorylase impliquée dans la
mobilisation du glycogene (Reinhart et al. 1990). Les molécules produites seront
utilisées par les neurones comme sources d’énergie (lactate, glucose), comme
neurotransmetteurs (glutamate) ou comme précurseurs pour la synthése de
glutathion (a partir du glutamate, de la cystéine, et de la glycine) (Dringen et al.

1993).

Les astrocytes sont également impliqués dans la régulation des fonctions
synaptiques. lls peuvent controler la synaptogénése via la thrombospondine
(Pfrieger and Barres 1997; Christopherson et al. 2005) ou la transmission synaptique
via des ondes calciques associées a la libération de glutamate et d’ATP (Verkhratsky
et al. 1998; Kirchhoff et al. 2001; Newman 2003; Wang et al. 2006; Agulhon et al.
2008). Plus récemment, il a été montré que la libération de D-sérine par les
astrocytes était un élément important dans le fonctionnement du systéme

hypothalamo-neurohypophysaire (Panatier 2009).
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Par ailleurs, La mise en évidence de jonctions communicantes (connexine
43) entre les astrocytes apparait bien en faveur de I'existence d’un véritable réseau

“"

ou “ réticulum

”

astrocytaire situé entre les neurones et les vaisseaux sanguins
(Houades et al. 2006). Ces jonctions semblent également impliquées dans certaines
pathologies comme la maladie d’Alzheimer, caractérisée par une surexpression de
la connexine 43 (Nagy et al. 1996). Enfin, une des fonctions trés importante des
astrocytes vis-a-vis des neurones est certainement leur capacité de

neuroprotection, en particulier dans des situations de stress oxydant.

2.4.2.3 Le role neuroprotecteur des astrocytes

Comme cela a déja été mentionné précédemment, les neurones sont
particulierement sensibles et exposés au stress oxydant. L'exposition au stress
oxydant peut étre directe a partir des ERO (anion Oz'o, H,0,, radical OH®) (Schulz et
al. 2000) ou des especes réactives de |'azote (monoxyde d’azote, peroxynitrite)
(Almeida et al. 2001; Gegg et al. 2003) ; elle peut se faire indirectement par des
concentrations élevées de glutamate, générant un phénomene d’excitotoxicité
(Novelli et al. 1988; Arundine and Tymianski 2004) ou “ toxicité oxydative du
glutamate ” (Murphy et al. 1989; Cho and Bannai 1990; Chen et al. 2000).

Les astrocytes participent a la neuroprotection en utilisant différentes voies.
(i) La production et la sécrétion du glutathion par les astrocytes constituent une
voie primordiale de neuroprotection (Dringen 2000). La membrane des astrocytes
possede le tranporteur du glutathion MRP1 ou « Multidrug Resistance Protein 1 »
(Minich et al. 2006) et la y-glutamyl transpeptidase (y-GT). La y-GT permet un
clivage partiel du glutathion sécrété. Le dipeptide cys-gly formé est ensuite clivé par
une aminopeptidase N de la membrane neuronale. Les différents acides aminés
issus du métabolisme du glutathion (glu, cys et gly) peuvent étre captés par les
neurones et servir de substrats pour la synthése de glutathion dans les neurones. Le
glutathion pourrait également agir directement au niveau du microenvironnement
neuronal en servant de substrat pour des sélénoprotéines sécrétées (GPx3 et

sélénoprotéine P) (Chu et al. 1992; Yang et al. 2000). Ces enzymes peuvent éliminer
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I” H,0, ou agir sur les hydroperoxydes lipidiques membranaires (Yamamoto and

Takahashi 1993; Burk and Hill 2005).

(i) Les astrocytes participent activement a I’élimination du glutamate
sécrété par les neurones, réduisant ainsi les risques d’excitotoxicité. L'entrée du
glutamate s’effectue par des transporteurs spécifiques (Clements et al. 1992;
Bergles and Jahr 1998) et modifie indirectement le métabolisme des astrocytes
(Chatton et al. 2000). Le glutamate est également transformé en glutamine grace a
la glutamine synthétase. La glutamine astrocytaire pourra étre exportée et de

nouveau utilisé par les neurones.

(iii) Les astrocytes peuvent libérer des facteurs neurotrophiques qui
augmentent la survie des neurones (Hailer et al. 2001). Plusieurs d’entre eux ont été
identifiés a partir de milieu conditionné provenant de cultures astrocytaires: le
NGF, le BDNF (Bone Derived Growth Factor), FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2) et
le GDNF (Bruno et al. 2001; Mizuta et al. 2001). Les astrocytes peuvent également
sécréter des cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TGFB) et des chémokines
(RANTES). Ces facteurs neurotrophiques assurent la survie et la prolifération des
neurones mais aussi des astrocytes eux-mémes (Bakhiet et al. 2001; Albrecht et al.

2002).

Si beaucoup d’arguments plaident en faveur des effets neuroprotecteurs des
astrocytes, il ne faut pas exclure que ces mémes cellules, dans certaines conditions,
puissent avoir des effets néfastes sur les neurones et conduire a une
neurodégénérescence. Dans certaines situations inflammatoires a la suite de Iésions
cérébrales, les astrocytes deviennent « réactifs » (Reier and Houle 1988). Il en
résulte une hyperplasie et une hypertrophie cellulaire (gliose astrocytaire) et une
libération excessive de facteurs neurotrophiques et de constituants de la matrice

extracellulaire (Little and O'Callagha 2001; Barres 2008).
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3  Neuropathies digestives et role des cellules gliales

entériques

3.1 Les neuropathies entériques

Le concept de neuropathie entérique est une notion récente regroupant un
ensemble encore mal délimité de pathologies digestives associées a une atteinte du
SNE. Ce terme peut donc désigner différents types de maladies comme certaines
maladies d’origine génétique ou développementale, des maladies inflammatoires,
des mitochondriopathies, des maladies associées a des troubles du codage
neurochimique ou des maladies neurodégénératives (De Giorgio and Camilleri

2004).

On distingue d’abord des pathologies associées a une perte des neurones
entériques. La maladie de Hirschprung est caractérisée par une absence totale des
ganglions entériques (aganglionose) au niveau du c6lon distal. Cette aganglionose
est due a un défaut de migration des cellules de la créte neurale (voir chapitre 1.2)
(Heanue and Pachnis 2007). D’autres pathologies sont associées a une perte
sélective de certains neurones entériques. L’achalasie touche particulierement
I’cesophage et se caractérise par la disparition des neurones inhibiteurs nitrergiques
et VIPergiques au niveau de I'oesophage et du sphincter inférieur de I'cesophage
(Aggestrup et al. 1983; Mearin et al. 1993), induisant un trouble du péristaltisme
(De Giorgio et al. 1999; Di Nardo et al. 2008). Une dégénérescence des neurones
entériques est également observée dans d’autres pathologies comme la pseudo-
obstruction intestinale chronique (POIC), la constipation sévere ou la gastroparésie
(Di Nardo et al. 2008). Cette dégénérescence neuronale entérique était associée a
une perte de neurones et/ou la présence de marqueurs de souffrance neuronale

notamment de mort apoptotique (Bassotti et al. 2006).

Les maladies inflammatoires de I'intestin (aigués ou chroniques) représentent
un groupe important de pathologies digestives avec des atteintes plus ou moins

prononcées du SNE (De Giorgio and Camilleri 2004). Ces atteintes concernent a la
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fois les neurones et les cellules gliales entériques (Savidge et al. 2007) avec des
situations de mort neuronale entérique clairement identifées (Tornblom et al. 2002;

De Giorgio et al. 2003).

Par ailleurs, le concept de neuropathie entérique peut intégrer des
pathologies extra-digestives ; au cours du diabete par exemple une dégénérescence
du SNE peut survenir (Chandrasekharan and Srinivasan 2007). Des pathologies
neurodégénératives qui touchent principalement le SNC peuvent également
comporter une atteinte des neurones entériques. Dans la maladie de Parkinson, des
corps de Lewy (voir section 2.6.2) sont observés au niveau des plexus myentérique
et sous-muqueux (Wakabayashi et al. 1990), ainsi qu’une diminution du nombre de
neurones dopaminergiques (immunoréactifs a la dopamine) dans le co6lon

(Singaram et al. 1995).

3.2 Implication du stress oxydant au cours des pathologies

digestives

Le stress oxydant est omniprésent dans les neuropathies entériques mais
son implication n’est pas encore bien définie. Une production massive d’ERO est
associée a la majorité des pathologies digestives et en particulier les maladies
inflammatoires intestinales (Simmonds and Rampton 1993; Roessner et al. 2008).
Ces ERO peuvent étre d’origine luminale, aprés ingestion de certains aliments
contenant des hydroperoxydes lipidiques (Aw 1999) des substances toxiques. En
conditions pathologiques, elles sont également produites en grandes quantités dans
les infections bactériennes et lors des réponses inflammatoires par les leucocytes
activés. Un exemple de production massive d’ERO par la xanthine oxydase est
observé dans le contexte d’ischémie/reperfusion associé a une situation
inflammatoire et impliquant la xanthine oxydase (van der Vliet and Bast 1992).
Cette production massive conduit a une altération des composants cellulaires de la
BEI, a une perturbation des fonctions de sécrétion et in fine a une diarrhée (Sugi et
al. 2001; Pavlick et al. 2002). La production d’ERO associée au stress oxydant semble

jouer un role primordial dans les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin
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(MICI). Dans la rectocolite hémorragique en particulier des taux trés élevés d’ERO
ont été détectés (Simmonds and Rampton 1993; Pavlick et al. 2002; Keshavarzian et
al. 2003). Il a également été rapporté une diminution importante des capacités
antioxydantes (glutathion et superoxyde dismutase) au niveau de la muqueuse
colique chez des patients atteints de MICI (Inauen et al. 1988; Verspaget et al. 1988;
Buffinton and Doe 1995; Lih-Brody et al. 1996).

3.2.1 Altération des fonctions neuronales par le stress oxydant

L'effet des ERO sur le SNE a été trés peu abordé. Quelques études ont
montré une modulation des propriétés physiologiques des neurones entériques par
certaines ERO. L'une de ces études a montré que les ERO produits par la xanthine
oxydase induisaient une hyperpolarisation suivie par une dépolarisation prolongée
des neurones myentériques de type AH chez le rat (Wada-Takahashi and Tamura
2000). Une autre étude effectuée sur des cultures primaires de neurones entériques
provenant d’intestins de cobaye a montré une altération de I'excitabilité de ces
neurones en présence de H,0, a forte dose (> 1mM). Cette altération touchait
particulierement les neurones de type AH, qui présentaient une hyperpolarisation
suivie par une dépolarisation irréversible ; I'addition d’antioxydants (catalase,
glutathion) prévenait cet effet de I’'H,0, (Vogalis and Harvey 2003). Enfin une étude
publiée récemment a confirmé les effets déléteres du H,0, sur I'excitabilité des
neurones myentériques ex vivo et a montré que ces effets étaient associés a une
augmentation du calcium intracellulaire. L'H,0, provoquait une altération du
potentiel de membrane des neurones et une inhibition des courants Na’(Pouokam
et al. 2009). Enfin, il semblerait que les effets de I'H,0, sont médiés en partie par le
radical hydroxyl OH™ produit par la réaction de Fenton en présence d’ions ferreux

(Pouokam et al. 2009).

3.2.2 Neurodégénérescence induite par le stress oxydant

Concernant I'effet neurotoxique des ERO, une étude récente a montré que

la dégénérescence des neurones myentériques survenant au cours du vieillissement
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est associée a une augmentation de la production d’ERO au sein du SNE
(Thrasivoulou et al. 2006). Les auteurs ont également montré que les animaux
soumis a une restriction alimentaire présentaient une réduction de cette
neurodégénérescence. Cet effet neuroprotecteur serait di a la production de

facteurs neurotrophiques comme le GDNF.

Par ailleurs, une étude publiée récemment a montré que I’'H,0; induisait une
dégénérescence des neurones entériques (altérations morphologiques et
diminution significative du nombre de neurones et d’axones) dans un modeéle de
culture de SNE. La mort induite par I'H,0, était de nature nécrotique et apoptotique
indépendante de la caspase 3 et, contrairement aux autres neurotoxines utilisées

dans l'article, les effets observés paraissaient irréversibles (Lourenssen et al. 2009).

L’'exemple du diabéte illustre enfin parfaitement la dégénérescence du SNE
associée au stress oxydant (Chandrasekharan and Srinivasan 2007). Les études
effectuées sur des modeles de rats diabétiques montrent une modulation de
I'activité des enzymes anti-oxydantes: augmentation de I'activité Glutathion-S-
transférase (GST) (Giron et al. 1999), altération de [Iactivité de la GPx1,
augmentation de l'activité de la SOD et de la catalase. Cette modulation est
contemporaine d’une augmentation du taux de malonaldéhyde, marqueur de

peroxydation lipidique (Bhor et al. 2004).

3.3 Role des cellules gliales entériques

3.3.1 Altération des cellules gliales au cours des pathologies digestives

De nombreuses études ont montré une altération du réseau glial au cours de
pathologies digestives diverses, avec une disparition ou une baisse d’expression des
marqueurs gliaux en immunohistochimie. Cependant, I'implication fonctionnelle de
ces altérations n’a pas été caractérisée. L'ensemble des atteintes gliales et

neuronales observées dans différentes pathologies est résumé dans le tableau Il
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Des altérations variables des CGE sont associées aux pathologies
inflammatoires. Une disparition des marqueurs gliaux a été montrée dans la
maladie de Crohn ou I'entérocolite nécrosante (Wedel et al. 1998; Cornet et al.
2001). Les altérations gliales de la maladie de Crohn ont été observées en zones non
inflammeées et de facon intéressante, il a été montré au cours de cette pathologie
gue les CGE exprimaient le CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de type Il
et interagissaient d’'une facon active avec les lymphocytes activés (Geboes et al.
1992). Ceci suggére que les CGE jouent dans ce contexte le role de cellules
présentatrices d’antigenes. De plus, la capacité des CGE a étre infectées par I'agent
infectieux impliqué dans la maladie de Crohn, mycobactérium avium sous-espece
paratuberculosis, renforce leur role potentiel dans I'étiopathologie de la maladie

(Chamberlin et al. 2001; Sechi et al. 2007).

Une diminution des marqueurs gliaux S100p et GFAP a été observée au
cours de pathologies de la motricité digestive comme la diverticulose colique ou la
constipation (Bassotti et al. 2005; Bassotti et al. 2006). Une altération des CGE a
également été reportée dans des pathologies digestives d’origine infectieuse. Ainsi,
une étude récente a objectivé une diminution de la population gliale chez les
patients atteints de la maladie de Chagas (infection parasitaire causée par le
Trypanosoma cruzi) et présentant un mégacolon (da Silveira et al. 2009). Une autre
étude récente a montré linfection spécifique des CGE par le JC virus, un
polyomavirus qui infecte la population gliale du SNC. Cette étude a montré la
présence de JC virus dans les CGE chez 70% des patients atteints de pseudo-
obstruction intestinale chronique (POIC) (Selgrad et al. 2009)La présence de JC virus
chez 70% des patients atteints de pseudo-obstruction intestinale chronique (POIC)
et chez aucun témoin laisse supposer un role étiologique de cet agent viral (Selgrad

et al. 2009).
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Pathologie Neurones entériques Cellules gliales entériques

(CGE)
Maladie de Crohn Plasticité neurochimique NExpression GFAP dans la
mort neuronale mugueuse non inflammée
7 Expression CMH Il
Colite ulcérative Plasticité neurochimique 7Expression GFAP dans la
mort neuronale mugueuse non inflammée
7 Expression CMH I
Entérocolite neurodégénérescence N Expression GFAP
nécrosante
Diabéte N Expression nNOS Non déterminé

mort neuronale

Atrésie Diminution de la densité neuronale N Expression GFAP
Intestinal slow Plasticité neurochimique N Nombre CGE S100-
transit constipation positives
Maladie de Chagas Perte massive dans les régions dilatées ~ expression S100
(mégacolon, mégaoesophage) préalable a la destruction
neuronale

Tableau Il Altération des fonctions neuronales et gliales au cours des pathologies digestives

Abréviations : GFAP : Glial fibrillary acidic protein; CMH II: Complexe majeur d’histocompatibilité e
classe Il ; nNOS : Nitric oxide synthase neuronale, CGE : Cellules gliales entériques. D’apres Savidge et
al 2007.

3.3.2 Déplétion des cellules gliales entériques dans des modeles

expérimentaux

L'implication directe des CGE dans le controle des fonctions gastro-
intestinales a pu étre réalisée grace a la mise en place de différents modeles
d’ablation des CGE in vivo et in vitro. Ces modeéles ont ainsi permis de reproduire les
altérations de la population gliale observée au cours des différentes pathologies

citées précédemment.

Le premier modele est un modele de souris transgénique exprimant la

thymidine kinase du virus de I’herpés (HSV-TK) sous contréle du promoteur de la
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GFAP. Un traitement au ganciclovir aboutit a la destruction spécifique des CGE. Le
ganciclovir est en effet transformé par la thymidine kinase virale en analogues
toxiques de bases puriques (Bush et al. 1998). Les auteurs ont ainsi observé une
perte massive des CGE au niveau du jéjunum et de l'iléon et des altérations

morphologiques des CGE restantes, détectables dés 6 jours de traitement. Ces

eme eme

souris développent une jéjuno-iléitis fulminante au 11" jour et meurent au 19

jour.

Le deuxieme modele est également un modele de souris transgénique
aboutissant a une destruction plus modérée des CGE (Aube et al. 2006). Ce modéle
a été adapté a partir d’'un premier modéle double transgénique développé en 2001,
qui induisait une destruction massive des CGE (Cornet et al. 2001). Le premier
modele a été mis en place en croisant des souris transgéniques exprimant
I’'hémagglutinine (HA) sous le contréle de la GFAP avec des souris exprimant un
récepteur a I’'HA a la surface de leurs lymphocytes. Les auteurs ont ainsi obtenu des
souris doublement transgéniques dont les CGE sont totalement détruites suite a la
reconnaissance de I'HA par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques exprimant les
récepteurs spécifiques. Ces souris meurent au 4°™ jour aprés avoir développé une
entérocolite fulminante. Ce modéle a été ensuite adapté en injectant aux souris
transgéniques exprimant I'HA sous le contréle de la GFAP des quantités définies de
lymphocytes T CD8+ dirigés contre I'HA, autorisant la destruction spécifique et

controlée des CGE (Aube et al. 2006).

Le troisieme modele est basé sur l'utilisation d’un agent toxique ciblant les
CGE, le fluorocitrate. Le fluorocitrate ne détruit pas les CGE mais inhibe leur
métabolisme mitochondrial en inhibant I'activité de I'aconitase, une enzyme-clef du
cycle de Krebs (Nasser et al. 2006). Cette molécule aurait un effet inhibiteur
préférentiel sur les astrocytes du SNC (Hassel et al. 1992). Suite a l'injection intra-
péritonéale du fluorocitrate pendant 7 jours, une diminution spécifique de la
capture de dipeptides par les CGE a été observée. Par contre, les auteurs n’ont
observé aucune modification morphologique et aucune diminution du nombre des

CGE chez les animaux traités.
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La mise en place de ces différents modeles d’ablation de la glie a permis
4 . . e s
évaluer les conséquences de cette ablation sur les différentes structures et

fonctions du tube digestif.

Les répercussions de la perte des CGE sur le SNE varient énormément selon
le caractere total ou partiel de I'ablation gliale. Ainsi la perte totale de CGE obtenue
dans le modele transgénique de Bush et al. induisait une dégénérescence massive
des neurones entériques (Bush et al. 1998). Cet effet confirme le réle des CGE dans
le controle de la survie neuronale. A l'inverse, la destruction modérée et non
inflammatoire réalisée dans le modele d’Aubé et al. induisait une modification du
codage neurochimique au sein du SNE (Aube et al. 2006), avec une perte des
neurones VIPergiques dans le plexus sous-muqueux et une diminution de la
proportion de neurones nitrergiques dans le plexus myentérique. Enfin, |'utilisation
du gliotoxique fluorocitrate par Nasser et al n’induisait aucune modification au sein
du SNE, cohérente avec I'absence de réelle destruction des CGE dans ce modeéle

(Nasser et al. 2006).

L'ablation des CGE se traduit également par des conséquences sur les
différentes fonctions digestives, comme la motricité digestive et les fonctions de la
BEI. En effet, des altérations de la motricité digestive sont observées suite a
I’ablation modérée de CGE dans les modéles d’Aubé et al. et de Nasser et al. Une
altération du transit intestinal (Aube et al. 2006; Nasser et al. 2006) et de la vidange
gastrique (Aube et al. 2006) est observée, sans modification du transit colique
(Nasser et al. 2006). La diminution de la proportion de neurones nitrergiques
observée dans le modele d’Aubé et al permet d’expliquer en partie ces altérations

de la motricité (Aube et al. 2006).

Enfin, I'ablation des CGE a des effets déléteres sur les fonctions de la BEI.
Dans les modeles d‘ablation sévere ou modérée une augmentation de la
perméabilité intestinale était observée, associée a une inflammation intestinale

aiglie si I'ablation était sévere (Savidge et al. 2007). Cette augmentation de la
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perméabilité était associée a une augmentation de perméabilité vasculaire dans la

mugueuse intestinale (Bush et al. 1998; Cornet et al. 2001; Aube et al. 2006).

3.3.3 Médiateurs gliaux et neuroprotection

Les CGE produisent et sécretes différents types de molécules actives qui vont
moduler les fonctions neuronales. On distingue principalement des facteurs
neurotrophiques comme le GDNF, le NGF (Nerve growth factor), la neurotrophine-
3, mais aussi des cytokines comme l'interleukine-6 (IL-6,) et le TGF-B (Transforming
growth factor beta) (Hoehner et al. 1996; Bar et al. 1997; Carlson et al. 1999; Ruhl
et al. 2001; von Boyen et al. 2006; Neunlist et al. 2007). Ces médiateurs gliaux
peuvent étre impliqués dans le controle de différentes fonctions comme le
développement du SNE, la croissance et la différenciation des neurones entériques.
Différentes études ont mis en évidence le role protecteur de certains de ces
médiateurs. Le GDNF protege par exemple les neurones entériques contre le stress
oxydant induit par I’hyperglycémie (Anitha et al. 2006; Anitha et al. 2006). Le TGFf3
produit par les astrocytes a un effet protecteur contre le stress nitrosylant

(Dhandapani et al. 2003).

D’autres molécules sécrétées par les CGE ont été récemment identifiées,
comme le glutathion sous sa forme réduite (GSH) et sa forme nitrosylée (GSNO)
(Savidge et al. 2007). Comme décrit précédemment, le glutathion est un trippetide
reconnu pour ses propriétés antioxydantes et son réle dans la neuroprotection par
les astrocytes (Bains and Shaw 1997; Dringen et al. 2000). La plupart de ces
propriétés concernent la forme réduite (GSH). Néanmoins le role neuroprotecteur
du GSNO a été montré dans le systéme nerveux central (Rauhala et al. 1998). Enfin,
la prostaglandine 15d-PGJ, a été identifiée au sein du laboratoire comme étant
produite et sécrétée par les CGE (Bach-Ngohou et al, en préparation). Cette
molécule a également fait I'objet de nombreuses études qui ont mis en évidence
ses capacités protectrices au niveau du SNC (Lin et al. 2006) mais aussi au niveau du

TD dans un modele d’ischémie (Cuzzocrea et al. 2003). Cependant, un effet
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neuroprotecteur direct de cette molécule sur les neurones entériques reste a

établir.

3.3.4 La 15-deoxy- A1214-prostaglandin J2 (15d-PG]J2)

La 15-deoxy-A'**-prostaglandin J2 ou 15d-PGJ, appartient a la famille des
prostaglandines (PG). Les PG sont des molécules dérivées de |’acide arachidonique
(oméga-6) et appartiennent a la famille des eicosanoides. Les prostaglandines ont
été isolées pour la premiere fois et de facon indépendante par von Euler et

Goldblatt, en 1935, dans le liquide séminal (Goldblatt 1935; von Euler 1936).

La 15d-PGJ, possede des propriétés biologiques différentes des autres PGs.
Cette particularité est due a la présence des groupements électrophiles qui vont
réagir avec des composés nucléophiles cellulaires comme les groupements thiols

des cystéines (Figure 19).

3.3.4.1 Voies de synthese de la 15d-PGJ:

La voie de synthése de la 15d-PGJ, est illustrée dans la figure 19 (Kim and
Surh 2006). La premiére étape dans cette synthése est la libération d’acide
arachidonique a partir des phospholipides membranaires par l'action de la
phospholipase A2. L’acide arachidonique est transformé en PGG, puis en PGH, par
les activités cyclooxygénase et peroxydase des cyclooxygénases COX-1 et COX-2
(connues aussi sous le nom de PGH, synthases -1 et -2) (Ueno et al. 2001). La PGH,
est une molécule instable qui va étre transformée enzymatiquement pour donner
naissance a une série de molécules actives notamment la PGD,, la PGE,, la PGF,,, la
PGl, ainsi que le thromboxane A2. C’est la PGD, qui va subir une série de réactions
non-enzymatiques (perte de deux groupes hydroxyles et migration de la double
liaison en position 13-14) donnant naissance a la 15d-PGJ, (Kikawa et al. 1984). Ces
réactions de déhydration se font en présence d’albumine mais sont beaucoup plus
lentes que les réactions de formation des différentes PGs a partir de la PGH2. La

production de PGD, se fait par I'action de la PGD, synthase ou PGDS, qui est
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retrouvée sous deux formes distinctes. La forme hématopoiétique (H-PGDS) est une
protéine cytosolique et tres abondante dans les mastocytes (Kanaoka et al. 2000)
alors que la forme lipocaline (Lipocaline-type ou L-PGDS) est une protéine sécrétée

et trés abondante dans le cerveau (Urade and Hayaishi 2000).

Membrane phospholipid
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Figure 19 : Voie de synthése de la 15d-PGJ2

Dans une premiere étape, I'acide arachidonique est libéré des phospholipides membranaires par
I'action de la phospholipase A2. L’acide arachidonique est ensuite converti en prostaglandine G2
(PGG,) puis en PGH,, une réaction catalysée par les cyclooxygénases COX-1 et COX-2. La PGD,
synthase va permettre la formation de la PGD2, précurseur de la 15d-PGJ,. LA PGD2 subit alors deux
déhydrations chimiques avec perte de deux groupes hydroxyles, associée a la migration de la double
liaison en position 13-14 et donner naissance a la 15d-PGJ, D’apres Kim et Surh 2006.
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3.3.4.2 Cibles et fonctions biologiques de la 15d-PG]J:

Vu son instabilité, la 15d-PGJ,, comme les autres PGs, agit a proximité de son
site de production, de facon autocrine et/ou paracrine. Contrairement aux autres
PGs, aucun récepteur spécifique de la 15d-PGJ; n’a été identifié. Certaines études
ont montré que comme la PGD,, principal ligand de ce récepteur, la 15d-PGJ,
pouvait se lier au récepteur DP2 des éosinophiles, et induire une augmentation du
taux de calcium intracellulaire (Monneret et al. 2002; Monneret et al. 2003).
Néanmoins, I'activité de la 15d-PGJ, est principalement liée aux liaisons covalentes
formées avec des cibles intracellulaires. Son mécanisme d’entrée dans la cellule
n’est pas bien connu mais il est possible qu’intervienne un mécanisme de transport
actif similaire a celui décrit pour la PGA; et la A* PGJ, (Narumiya and Fukushima

1986; Scher and Pillinger 2005).

La 15d-PGJ, peut réagir avec une large gamme de protéines, notamment des
facteurs de transcription (Straus and Glass 2001). Parmi les différentes cibles de la
15d-PGJ,, on distingue principalement les récepteurs nucléaires PPAR (Peroxisome
proliferator-activated receptor) impliqués dans différentes fonctions, comme le
contréle de I’homéostasie des lipides et la différenciation des adipocytes (Alarcon
de la Lastra et al. 2004). L'isoforme y (PPARYy) en particulier joue un réle important
dans l'inflammation, la réponse immunitaire et dans la pathogénie de certaines
maladies comme l'athérosclérose, le diabéte, I'obésité, et la maladie d’Alzheimer
(Alarcon de la Lastra et al. 2004). La 15d-PGJ, a été démontrée comme étant un
ligand naturel de PPARy en 1995 (Forman et al. 1995; Kliewer et al. 1995). Une
grande partie des fonctions de 15d-PGJ;, serait médiée par I'activation de PPARy
(Cuzzocrea et al. 2003; Munoz et al. 2005; Yuan et al. 2005; Kim and Surh 2006). Le

mécanisme d’activation de PPARy par la 15d-PGJ; est illustré dans la figure 20.
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Figure 20 : Schéma simplifié du mécanisme d’activation de PPARy par la 15d-PGJ,

La 15d-PGJ, se lie au récepteur nucléaire PPARy (Peroxisome proliferator-activated receptor)
provoquant sa séparation de son corépresseur (R). On suppose que le carbone en position 14 (*) de la
15d-PGJ, interagit avec la cystéine Cys285 présente dans le domaine de liaison au ligand LBD (ligand
binding domain) de PPARy. Une fois transféré dans le noyau, le complexe 15d-PGJ,-PPARy forme un
hétérodimere avec le récepteur nucléaire RXR (Retinoid X receptor) qui va reconnaitre la région PPRE
(PPARy response element) au niveau du promoteur des génes cibles afin de stimuler leur expression.
D’aprés Kim et Surh 2006.

La 15d-PGJ, peut aussi interagir avec d’autres protéines et moduler
différentes voies de signalisation comme la voie NFkB, la voie AP-1 et la voie Nrf2
(décrite précédemment). Les mécanismes d’activation ou d’inhibition de ces trois

voies par la 15d-PGJ, sont illustrés dans la figure 21.

La 15d-PGJ, peut jouer des roOles variables en fonction des voies de
signalisation ciblées. Elle peut avoir d’une part des effets anti-inflammatoires en
inhibant les facteurs de transcription NFkB ou AP-1 associés a des génes pro-
inflammatoires. Ce réle anti-inflammatoire explique I'implication de la 15d-PGJ,
dans différentes situations pathologiques associées a une inflammation comme
I'ischémie (Cuzzocrea et al. 2003; Lin et al. 2006), les maladies inflammatoires
chroniques intestinales (MICI) (Wada et al. 2001) et la maladie d’Alzheimer (Combs
et al. 2000). D’autre part la 15d-PGJ, peut induire |'expression de génes

antioxydants, notamment les genes codant pour I’"héme oxygénase-1 (HO-1), la y-
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glutamyl cystéine ligase (y-GCL), la peroxirédoxine | et la protéine Heat shock
protein-70 (HSP-70) en activant la voie Nrf, (ltoh et al. 2004; Zhang et al. 2004; Chen
et al. 2006). La 15d-PGJ, joue un role protecteur vis-a-vis du stress oxydant induit
par I'H,0, (Aoun et al. 2003), du stress nitrosylant (Lim et al. 2004) et de

I’excitotoxicité (Aoun et al. 2003).
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Figure 21 : Mécanismes de modulation des voies NFkB, AP-1 et Nrf2 par la 15d-PGJ,

La 15d-PGJ, interagit avec les résidus cystéine des protéines IKKf, IkBa, p50 ou p65, conduisant a
I'inactivation de NF-xB.

La 15d-PGJ, interagit avec un résidu cystéine de la protéine c-Jun conduisant a I'inactivation d’AP-1.

La 15d-PGJ, peut activer la voie Nrf2 en se liant a un résidu cystéine de la protéine Keap1l, répresseur
de Nrf2. La liaison de Keapl a la 15d-PGJ, provoque sa séparation de Nrf2 et la translocation de ce
dernier au noyau. Il en résulte une induction des génes antioxydants.

La modification des différentes protéines est due au carbone électrophile présent au niveau du
groupement carbonyle insaturé o, 5 (*). D’aprés Kim et Surh 2006.
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Mais a l'inverse, la 15d-PGJ, peut générer des ERO qui vont modifier le
potentiel rédox de la cellule et créer une situation pro-oxydante. Cela explique les
effets cytotoxiques de la 15d-PGJ; a fortes concentrations observés dans certaines
études (Kondo et al. 2001; Koh et al. 2005). La 15d-PGJ, peut établir des liaisons
covalentes avec des protéines cellulaires mais également oxyder leurs résidus
cystéine, modifiant ainsi leurs propriétés physiologiques. Ainsi, il existe une dualité
du réle de la 15d-PGJ, qui peut avoir des effets protecteurs a de faibles

concentrations (jusqu’a 8 uM) et un effet toxique au-dela (Koh et al. 2005).
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Objectifs de I'étude

L’analyse des données de la littérature a permis de mettre en évidence
I'implication du stress oxydant dans les pathologies digestives, notamment celles
touchant le systéme nerveux entérique (SNE). En effet, une dégénérescence des
neurones entériques semble associée d’une facon directe ou indirecte a l'initiation
et la progression d’un grand nombre de pathologies digestives. Les cellules gliales
entériques (CGE), composant majeur du SNE, sont tres similaires aux astrocytes du
SNC dont le réle neuroprotecteur est établi dans différentes situations de stress. Ce
travail de thése a pour but d’étudier le réle des CGE dans le controle de la survie des

neurones entériques par analogie aux données obtenues au niveau du SNC.

Les trois objectifs majeurs de cette étude sont:

- mettre en évidence le réle neuroprotecteur des CGE ;

- déterminer les différents mécanismes impliqués dans cette
neuroprotection et identifier les facteurs gliaux responsables de ces
effets neuroprotecteurs ;

- étudier I'implication des autres populations cellulaires présentes dans
I’environnement des neurones, notamment les cellules épithéliales

intestinales.

Ce travail de thése sera présenté sous la forme de trois articles. Le premier
est actuellement en révision, le second en préparation et le troisieme publié. Dans
le premier article, nous avons mis en évidence le role neuroprotecteur des CGE en
conditions de base et en situation de stress oxydant. Nous avons également montré
gue cet effet neuroprotecteur des CGE était d(i a la libération de facteurs solubles
et que l'un de ces facteurs est le glutathion réduit qui a une action dans le

microenvironnement neuronal. Enfin le réle protecteur du glutathion a pu étre
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confirmé sur les neurones myentériques dans des cultures ex vivo de célon de rat

adulte.

Dans le deuxieme article, nous objectivons un autre mécanisme de
neuroprotection a long terme par les CGE. Ce mécanisme permettrait d’augmenter
les capacités de défense des neurones via la libération de la prostaglandine 15d-

PGIJ,.

Enfin dans le troisiéme article, nous avons montré que la neuroprotection au
sein du SNE met en jeu différents types cellulaires présents a proximité du neurone,

en particulier les cellules épithéliales intestinales.

Ces articles, présentés successivement, seront précédés par un résumé en
francais. Une discussion générale permettra de commenter I'ensemble des résultats

obtenus au cours de ce travail.
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Résultats

Article 1: Les cellules gliales entériques jouent un role
neuroprotecteur lors d’'un stress oxydant médié en

partie par le glutathion réduit

Les deux populations cellulaires qui composent le systeme nerveux
entérique (SNE) sont les neurones entériques et les cellules gliales entériques (CGE).
Les CGE, plus nombreuses que les neurones (Hoff et al. 2008), restent méconnues. Il
a été montré dans différentes études que les CGE jouent un role important dans le
contréle des fonctions du SNE. En effet, les CGE expriment les enzymes
responsables de la synthése d’acides aminés nécessaires pour la production de
neuromédiateurs par les neurones (Nagahama et al. 2001). Les CGE sont également
capables de moduler le phénotype neurochimique du SNE (Aube et al. 2006). Des
travaux préliminaires suggerent également que les CGE sont impliquées dans le
contréle de la survie neuronale. Des altérations du réseau glial ont par exemple été
observées dans des pathologies caractérisées par une dégénérescence du SNE
comme la maladie de Chagas (da Silveira et al. 2009) ou la diverticulose colique
(Bassotti et al. 2005). Ce role a également été illustré dans un modele de souris
transgéniques dépourvues de CGE. Les auteurs ont observé chez ces souris une
dégénérescence des neurones entériques qui se caractérise par une diminution du
nombre et de la taille des neurones (Bush et al. 1998). Toutefois, la présence d’'une
inflammation aiglie chez ces souris ne permet pas de déterminer si la
dégénérescence neuronale observée n’est pas une conséquence directe de I'état

inflammatoire.
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Le role direct des CGE dans le contréle de la survie neuronale reste donc a
caractériser. Le but de cette premiere étude a donc été de mettre en évidence ce

réle neuroprotecteur et de déterminer en partie les mécanismes impliqués.

Le réle neuroprotecteur des CGE a été étudié dans un modele de stress
oxydant. Deux agents pro-oxydants ont été utilisés, le peroxyde d’hydrogene (H,0,)
et la dopamine. L'H,0, est une molécule pro-oxydante générale qui provoque une
mort neuronale rapide et brutale dés 2 heures de traitement, devenant maximale a
10 heures. La dopamine, au contraire, a un effet neurotoxique plus progressif. La
mort neuronale provoquée par la dopamine apparait dés 8 heures et augmente
progressivement jusqu’a 24 heures. L’action plus lente de la dopamine est due a son
auto-oxydation progressive dans le milieu de culture, qui donne naissance aux

produits toxiques que sont I'H,0, et les dopamine-quinones.

Le modeéle cellulaire principal utilisé dans cette étude est une culture
primaire de SNE préparée a partir d’intestins d’embryons de rats récupérés au stade
E14.5 de gestation (Chevalier et al. 2008). Ces cultures primaires sont maintenues
pendant 13 jours, ce qui permet la mise en place d’un réseau neuronal in vitro
composé de ganglions reliés par des fibres interganglionnaires. Ces cultures
primaires constituent un modéle pluricellulaire constitué par des neurones, des

cellules gliales et des cellules musculaires lisses.

Afin d’étudier les interactions neuro-gliales et plus particulierement les
effets neuroprotecteurs des CGE, la premiére démarche a consisté a détruire
spécifiguement les CGE dans notre systéme pluricellulaire et de voir I'impact de
cette destruction sur la survie neuronale en conditions de base et suite a un
traitement pro-oxydant. Les cultures primaires ont donc été infectées avec des
particules adénovirales exprimant la thymidine kinase du virus de I’herpes (HSV-TK)
sous contrdle d’un promoteur CMV (cytomégalovirus). Nous avons montré dans une
premiére étape qu’un ciblage spécifique des cellules gliales pouvait étre obtenu en
infectant les cultures avec des adénovirus contenant deux constructions différentes,

la premiere permettant d’exprimer la protéine GFP (green fluorescent protein) sous
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contrbéle du promoteur CMV et la deuxieme exprimant le géne codant pour la -
galactosidase associé a un signal de localisation nucléaire NLS (nuclear localisation
signal). La transduction des cultures primaires a permis de confirmer une infection
spécifigue des cellules gliales. L'analyse des cultures infectées par
immunocytochimie montre que 80% environ des cellules infectées correspondent a
des cellules gliales (immunoréactives pour la GFAP ou pour SOX10) et qu’aucune
cellule infectée n’est immunoréactive pour le marqueur neuronal Hu. En se basant
sur ces résultats, les cultures primaires de SNE ont été alors infectées par des
adénovirus exprimant la thymidine kinase du virus de I'herpés. Les cultures ont été
alors traitées au ganciclovir (GCV) pendant 6 jours afin de détruire spécifiquement
les cellules transduites, le GCV étant transformé par la thymidine kinase virale en
analogues toxiques des bases puriques. L'analyse des cultures par
immunofluorescence montre une altération du marquage GFAP et une réduction de
48% environ du nombre de cellules SOX-10-immunoréactives (marqueur nucléaire

spécifique des CGE).

Afin d’évaluer la mort neuronale dans ces cultures déplétées en CGE, nous
avons mesuré la libération de la NSE (neuronal specific enolase), protéine neuronale
cytoplasmique libérée dans le milieu de culture par les cellules perméables. La
guantité de NSE libérée est significativement plus élevée dans les cultures primaires
infectées aprés traitement au GCV comparée aux cultures non traitées par le GCV.
De plus, linduction d'un stress oxydant dans ces cultures provoque une
augmentation significative de la NSE libérée obtenue dans les cultures infectées en
conditions de base. Ces résultats confirment le réle crucial que jouent les CGE en
terme de neuroprotection tant en conditions basales qu’en présence d’un stress

oxydant.

Dans la deuxiéme partie de cette étude, nous avons voulu étudier les
mécanismes impliqués dans I'effet neuroprotecteur des CGE. Pour cela, nous avons
utilisé un modele simplifié en co-cultivant des lignées de CGE avec une lignée de
neuroblastome SH-SY5Y. La co-culture directe ou indirecte des CGE avec les cellules

SH-SY5Y confirme les effets neuroprotecteurs obtenus avec les cultures primaires
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de SNE. De plus le milieu conditionné de CGE permet suite a des ajouts répétés de
réduire la mort induite par le stress oxydant. Les effets neuroprotecteurs des CGE

seraient donc dus a la production d’un ou plusieurs facteurs solubles.

Dans la derniere partie de ce travail, nous avons montré que l'un des
facteurs responsables des effets neuroprotecteurs est le glutathion réduit. Aprés
avoir démontré que le glutathion sous sa forme réduite, a des effets protecteurs,
nous avons utilisé des approches génétique (ARN interférence) et pharmacologique
(L-buthionine sulfoximide) pour bloquer la syntheése de glutathion en inhibant son
enzyme clef, la glutamate-cystéine ligase (GCL). Ainsi, I'inhibition de synthése de
glutathion dans les lignées de CGE induit une réduction de leurs effets
neuroprotecteurs. Ceci confirme que le glutathion réduit, produit et libéré par les
CGE, est responsable en partie des effets neuroprotecteurs des CGE lors d’un stress

oxydant.

Les effets du glutathion ont été notamment confirmés dans des cultures ex
vivo de célon de rat adulte. Nous avons ainsi montré que la culture des tissus
pendant 24h en présence d’H,0, 1mM induisait une augmentation importante de
I'expression de la caspase-3 active par les neurones myentériques. L’addition
simultanée de glutathion réduit (5 mM) permet de réduire d’'une maniere
significative la proportion des neurones immunoréactifs pour la caspase-3 active.
Ceci confirme |'effet neuroprotecteur du glutathion réduit au sein d’un systéme plus

intégratif de SNE.

Cette étude a permis de mettre en évidence le réle neuroprotecteur des CGE
en conditions de base et lors d’un stress oxydant. Les effets des CGE seraient
médiés par la libération de facteurs solubles. Nous avons identifié le glutathion
réduit comme étant I'un de ces facteurs, dont I'effet serait médié une action directe

sur le microenvironnement neuronal.
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ABSTRACT Enteric glial cells (EGCs) are essential in
the control of gastrointestinal functions. Although le-
sions of EGCs are associated with neuronal degenera-
tion in animal models, their direct neuroprotective role
remains unknown. Therefore, the aims of this study
were to demonstrate the direct neuroprotective effects
of EGCs and to identify putative glial mediators in-
volved. First, viral targeted ablation of EGCs in primary
cultures of enteric nervous system increased neuronal
death both under basal conditions and in the presence
of oxidative stress (dopamine, hydrogen peroxide).
Second, direct or indirect coculture experiments of
EGC lines with primary cultures of enteric nervous
system or neuroblastoma cell lines (SH-SY5Y) pre-
vented neurotoxic effects induced by oxidative stress
(increased membrane permeability, release of neuronal
specific enolase, caspase-3 immunoreactivity, changes
in [Ca®"]; response). Finally, combining pharmacolog-
ical inhibition and mRNA silencing methods, we dem-
onstrated that neuroprotective effects of EGCs were
mediated in part by reduced glutathione but not by
oxidized glutathione or by S$mitrosoglutathione. Our
study identified the neuroprotective effects of EGCs
via their release of reduced glutathione, extending
their critical role in physiological contexts and in
enteric neuropathies.—Abdo, H., Derkinderen, P.,
Gomes, P., Chevalier, J., Aubert, P., Masson, D.,
Galmiche, ]J.-P., Vanden Berghe, P., Neunlist, M.,
Lardeux, B. Enteric glial cells protect neurons from
oxidative stress in part via reduced glutathione.
FASEB J. 24, 000-000 (2010). www.fasebj.org

Key Words: enteric nervous system * neuronal death - neuro-
protection + active caspase 3

CONSIDERED THE LARGEST AND MOST complex compo-
nent of the peripheral nervous system, the enteric
nervous system (ENS) is an integrative network located
within the gastrointestinal (GI) tract (1). Itis composed
of two main cell populations, enteric neurons and enteric
glial cells (EGCs) (2). Although the role of enteric neu-
rons in the regulation of GI functions has been thor-
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oughly studied, the contribution of EGCs remains largely
unknown. It is suggested that EGCs represent the ENS
counterpart of astrocytes of the central nervous system
(CNS), because they share morphological and immuno-
histochemical features of astrocytes (3-5).

The traditional assumption that EGCs are simple and
static supportive elements has been challenged by
several studies indicating that they may participate in
the regulation of GI functions such as motility or
barrier functions (6, 7). EGCs have been shown to
inhibit the proliferation of intestinal epithelial cells (8)
and to reduce intestinal epithelial paracellular perme-
ability (9). In vivo, conditional ablation of EGCs in-
creased both paracellular permeability and intestinal
epithelial cell proliferation (8-10), as well as reduced
gastric emptying and intestinal transit (11). Further
reinforcing the role of EGCs in human diseases with
motility or barrier dysfunction, recent studies have
reported a decreased number of EGCs or EGC markers
in patients with slow transit constipation, idiopathic
megacolon, and colonic diverticular disease (12-14).

In contrast to CNS astrocytes, studies on the role of
EGCGCs in the regulation of the enteric neuronal func-
tions, and in particular their neuroprotective role, are
still scarce. Using a transgenic model of moderate glia
alterations, EGCs were shown to modify the neuro-
chemical phenotype in the ENS without a change in the
number of neurons (11). In contrast, following major
ablation of EGGCs, a significant decrease in the number
of myenteric neurons was observed compared to con-
trol (10). Regarding this putative neuroprotective
role of EGCs, glial-derived neurotrophic factor, a
trophic factor known to be secreted by astrocytes, was
shown to have neuroprotective effects in diabetic
enteric neuropathy (15, 16). Nevertheless, it remains
unknown whether this factor is produced and secreted
by EGCs and, more important, whether EGCs have
direct protective effects. The absence of conclusive data
about the neuroprotective effects of EGCs is probably
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due in part to the fact that EGCs have a central role in
controlling GI homeostasis. Because in vivo lesions of
EGCs lead to major GI dysfunctions and fulminant death
of the animals (10, 17), it is difficult to evaluate their
direct neuroprotective role. Using primary cultures of
ENS could help in deciphering the neuroprotective role of
EGGs, because they reproduce major features of the ENS
observed in vivo, and they allow the study of long-term effects
of glia ablation on enteric neuronal survival. Furthermore,
coculture of EGCs with neuronal cells could allow address-
ing the direct neuroprotective effects of EGCs.
Therefore, in this work, we first aimed to develop an
experimental method to selectively target and invalidate
EGGCs in primary cultures of ENS. We then aimed to
demonstrate the direct neuroprotective effects of EGCs
and identify glial factors involved in EGC-mediated neu-
roprotection. Using a coculture model of EGCs and
neurons, we further show that EGCs protect neuronal
cells and enteric neurons from the toxicity induced by
oxidative stress. Finally, we provide strong evidence that
these effects are mediated by soluble factors and that
reduced glutathione (GSH) is one of the factors involved.

MATERIALS AND METHODS
Cell culture models
Primary culture of ENS

Intestines of embryonic day 15 rat embryos (35-45 embryos/
isolation from 3 pregnant Sprague-Dawley rats; CER], Le Genest
St. Isle, France) were removed and finely diced in Hank’s
buffered salt solution (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France)
supplemented with 50 pg/ml streptomycin and 50 U/ml peni-
cillin and kept on ice. Intestines were triturated mechanically
using a scalpel. Tissue fragments were collected with 5 ml of
DMEM/F12 (1:1) medium supplemented with 50 pg/ml strep-
tomycin and 50 U/ml penicillin and digested at 37°C for 15 min
in the presence of 0.1% (v/v) trypsin (Invitrogen, Cergy-Pon-
toise, France). The trypsin reaction was stopped by adding 10 ml
of medium containing 10% (v/v) FBS and then treated by
0.01% (v/v) DNase I (Sigma) for 10 min at 37°C. After tritura-
tion, cells were centrifuged at 75 g for 10 min. Cells were
counted and seeded in DMEM/F12 containing antibiotics and
10% (v/v) FBS at a density of 2.4 X 10° cells/cm? on 12- or
24-well plates previously coated for 6 h with a solution of 0.5%
(v/v) gelatin (Sigma). After 24 h, the medium was replaced with
the same medium without FBS but containing 1% of N-2
supplement (Invitrogen). Half of the medium was replaced
every 2 d, and primary cultures were maintained for 13 d.

Infection of primary cultures with adenoviral vectors

Adenoviral vectors Purified recombinant adenoviruses (Adb5-
CMV-TK) that express the thymidine kinase of the herpes
simplex virus under the cytomegalovirus (CMV) promoter were
purchased from Vector Development Laboratory (Baylor Col-
lege of Medicine, Waco, TX, USA). Both adenoviral particles
expressing Escherichia coli B-galactosidase with nuclear localiza-
tion signal (Ad5-CMV-NLS-]acZ) and green fluorescent protein
(Ad5-CMV-GFP) under the CMV promoter were a gift from Dr.
Nicolas Ferry (INSERM U948, CHU Hotel-Dieu, Nantes,
France).

2 Vol. 24 April 2010

The FASEB Journal - www.fasebj.org

Adenoviral transduction procedure. At 5 d after seeding,
culture medium of primary cultures of ENS was removed and
replaced with fresh N-2 medium mixed with the same volume
of conditioned medium (centrifuged at 150 g for 5 min).
Purified viruses (107 particles) were then added to the final
volume to obtain a multiplicity of infection (MOI) of 20.
Medium containing virus was removed after 8 h of incuba-
tion and replaced with fresh N-2 medium. Cultures in-
fected with either Ad5-CMV-GFP or Ad5-CMV-NLS-LacZ
were fixed after 48-72 h for analysis of GFP or B-galacto-
sidase expression. Cultures infected with Ad5-CMV-GFP or
Ad5-CMV-TK were treated with 2 WM ganciclovir (GCV)
after 24 h during 6 d. Half of the medium (containing
GCV) was replaced every 2 d.

Enteric glial cells

Transformed EGCs (CRL2690) were purchased from Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA),
and nontransformed EGCs (NT) were obtained from Dr.
Anne Ruhl and prepared as described previously (18). These
2 glial cell lines were cultured in DMEM medium (Invitrogen)
supplemented with 10% (v/v) heatinactivated FBS (BioWest, Lo-
gan, UT, USA), 1% (v/v) glutamine (Invitrogen), 50 pug/ml
streptomycin (Invitrogen), and 50 U/ml penicillin (Invitrogen).

Glutamate cysteine ligase (GCL)-deficient EGC lines

NT cells were transfected with pSUPER-neo.gfp vector plasmids
coding for the shRNA against glutamate cysteine ligase catalytic
subunit (shGCLc) or for the shRNA against luciferase (shLuc),
both kindly provided by Dr. Juan P. Bolanos, Universidad de
Salamanca, Salamanca, Spain (19). Cell transfections were per-
formed using Lipofectamine 2000° (Invitrogen) following the
manufacturer’s instructions. Medium was renewed after 24 h, and
cells were treated with G418 (1 mg/ml; Invitrogen) until stable
expression of transgene (GFP-positive cells).

Neuroblastoma cell line cultures

Neuroblastoma SH-SY5Y cells were purchased from ATCC
and maintained in SH medium: DMEM/F12 (Invitrogen)
supplemented with 15% (v/v) FBS, 1% (v/v) glutamine, 1%
(v/v) nonessential amino acids (Invitrogen), 50 U/ml peni-
cillin, and 50 pg/ml streptomycin.

For some experiments, SH-SY5Y cells were stably trans-
fected with pEGFP-C1 plasmid (SH-EGFP). To do this, SH-
SY5Y cells were harvested with trypsine-EDTA (Invitrogen)
and washed twice with phosphate buffered saline (PBS).
Following centrifugation, cells were suspended (2X10° cells/
100 wl) in electroporation medium (PBS HEPES; Invitrogen)
containing pEGFP-C1 plasmid (2 pg/pl/10° cells; Clontech-
Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France) and son-
icated salmon sperm DNA (10 pg/pl/10° cells; Invitrogen).
This mixture was then transferred into an electroporation
cuve (10 min at room temperature), and electroporation was
realized using an electroporator (Bio-Rad, Richmond, CA,
USA) at 200 V and 950 pF for 25 ms. After 10 min incubation
at room temperature, cells were resuspended in SH medium
and seeded into flasks (Corning, Avon, France). Medium was
changed after 5 h, and cells were treated with G418 (800
wg/ml; Invitrogen) after 48 h of culture until stable expres-
sion of enhanced GFP.

Coculture experiments

Direct coculture was obtained by seeding simultaneousl
SH-EGFP cells (0.65x10° cells/cm?) with EGCs (0.65X10°

ABDO ET AL.


www.fasebj.org

cells/cm?) or with SH-SY5Y cells (0.65X10° cells/cm?, control
condition) into 12-well plates. The coculture was then main-
tained in SH medium for 48 h prior to the experiments
(Fig. 1A). For indirect coculture, EGCs were seeded onto
porous filters (12-well Transwell Clear, 0.40 wm porosity;
Corning) at a density of 3.5 X 10° cells/cm®. After 24 h, EGC
filters were placed in the presence of SH-SY5Y cells (1.3%10°
cells/cm?) or primary cultures of ENS seeded into the bottom
of 12-well plates and cultured for 24 h before an additional
24 h treatment (Fig. 1B, C).

In addition, for some experiments, EGC-conditioned me-
dium (EGC-CM) was collected from EGCs cultured for 24 h,
and EGC-CM was centrifuged at 150 g for 5 min.

For intracellular calcium imaging, SH-SY5Y cells (1.2X10°
cells/cm?) and EGCs (0.95X10° cells/cm?) were seeded either
alone or in coculture onto 2 chambered glass slides (0.6X10°
cells/cm? for each cell type; Nunc, Roskild, Denmark).

Organotypic culture

Specimens of distal colon of Sprague-Dawley adult rats were
removed, opened along the mesenteric border, and rinsed
free of luminal contents using sterile Krebs solution (117 mM
NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM MgCl,, 1.2 mM NaH,PO,, 25 mM
NaHCOg, 2.5 mM CaCl, and 11 mM glucose). Four segments
(2X2 cm) were pinned flat out in a Sylgard-covered Petri
dish, and the mucosa was stripped. Segments of colon were
then pinned in sterile Sylgard-covered Petri dishes and main-
tained in organ culture with DMEM/F12 (1:1) supplemented
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with 50 pg/ml streptomycin and 50 U/ml penicillin. The
segments were treated or not with 1 mM H,O, in the
presence or in the absence of 5 mM GSH over 24 h. After
fixation in 4% paraformaldehyde at room temperature for
3 h followed by 3 washes with PBS, the submucosal layer and
the circular muscle fibers were carefully removed, and longi-
tudinal muscle/myenteric plexus preparations were pro-
cessed for immunohistochemical studies.

Oxidative stress

Oxidative stress was induced using hydrogen peroxide (H,O,)
and dopamine as prooxidant agents. Preliminary experiments
were performed in order to determine the neurotoxic concen-
tration of dopamine or HyO,. Over 24 h, dopamine and H,O,
induced a dose-dependent neurotoxic effect in SH-SY5Y cells,
reaching a maximum at 1.2 mM and 200 M, respectively (data
not shown). In addition, we showed that dopamine induced cell
death of similar amplitude but more progressive as compared to
H,0, (Supplemental Fig. 1).

Assessment of cell viability
Immunohistochemical analysis

SH-SY5Y cells or primary cultures of ENS were fixed in 0.1 M
PBS containing 4% paraformaldehyde at room temperature
for 1 h. Cells were then washed in PBS and permeabilized for

Dopamine 1.2 mmol/L
‘ or H,O, 200 pymol/L
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Figure 1. Schematic representation of the coculture models used to characterize the neuroprotective effects of EGCs against
oxidative stress-induced neurotoxicity. A) Direct coculture of EGCs along with a neuroblastoma cell line stably transfected with
pEGFP-C1 (SH-EGFP). Treatment with dopamine or hydrogen peroxide (H,O,) was performed after 48 h of coculture.
B) Indirect coculture of SH-SY5Y cells with EGCs on transwell filters. Treatment with dopamine was performed after 24 h of
coculture. C) Indirect coculture of primary cultures of ENS along with EGCs on transwell filters. Treatment with dopamine was

performed after 24 h of coculture.
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30 min in PBS/NaN3 containing 0.5% (v/v) Triton X-100
(Sigma) and 4% (v/v) horse serum before being incubated
with mouse B-tubulin III (1:1000; Sigma), mouse Hu C/D
(1:200; Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA), mouse Sox10
(1:200; gift of M. Wegner, University of Erlangen, Erlangen,
Germany), rabbit anti-neuron-specific enolase (NSE, 1:2000;
Biovalley, Marne La Vallée, France), rabbit glial fibrillary
acidic protein (GFAP; 1:500; DakoCytomation, Glostrup,
Denmark), rabbit B-galactosidase (1:500; Chemicon Interna-
tional, Temecula, CA, USA), or rabbit active caspase 3 (1:
2000; Sigma) antibodies for 90 min (cell cultures) or 24 h
(whole-mount preparations). After incubation with primary
antisera, cells were washed 3 times with PBS and incubated
for 30 min (cell cultures) or 3 h (whole mount preparations)
with the following secondary antibodies coupled to fluoro-
phores: donkey anti-rabbit or anti-mouse IgG conjugated to
carboxymethylindocyanine (1:500; Jackson Laboratories; Im-
munotech, Marseille, France), anti-mouse IgG conjugated to
FluoProbes 488 (1:200; Interchim, Montlucon, France), or
goat anti-rabbit IgG conjugated phycoerythrin (1:500; Im-
genex, San Diego, CA, USA). Immunostained cultures were
analyzed under a fluorescence microscope (Olympus IX 50;
Olympus, Hamburg, Germany) fitted with adequate filter cubes.
Pictures were acquired with a black-and-white video camera
(4910; Cohu, Poway, CA, USA) connected to a Macintosh
computer (Apple Computer, Cupertino, CA, USA) via a frame-
grabber card (Scion Image; Scion, Frederick, MD, USA).

To analyze the proportion of caspase 3 activation, the
number of active caspase 3-immunoreactive (IR) cells and
Hu-IR cells was counted in =20 ganglia/well in primary
cultures (448*9 neurons/condition) and 10 ganglia (242+4
neurons/condition) in whole-mount preparations and per
condition. To standardize the changes in the proportion of
active caspase-3 IR cells, data were expressed in terms of
percentage of active caspase 3-positive neurons on total
neuronal population as assessed by Hu immunostaining.

Analysis by flow cytometry

At the end of the experiment, SH-SY5Y or SH-EGFP cells were
collected both in the supernatant and on the bottom of the
wells following treatment with trypsin-EDTA. Cell suspension
was then centrifuged for 5 min at 550 g and resuspended in
500 ul of 0.1 M PBS.

Membrane permeability was evaluated by flow cytometry
using 7-amino-actinomycin D (7-AAD) or propidium iodide
(PI) as DNA fluorescent markers. Two hundred microliters of
cell suspension was incubated with 7-AAD or IP for 10 min
before acquisition using BD FACSarray (Le Pont de Claix,
France) for SH-SY5Y or BD FACSCalibur for SH-EGFP. The
degree of neuronal injury was then quantified by analyzing
the cell permeability to PI, and the number of SH-EGFP cells
was analyzed for GFP fluorescence. Results were expressed as
percentage of total cells.

To analyze the proportion of caspase-3 activation in SH-SY5Y
cells, the immunostaining procedure was performed on cells resus-
pended in PBS after fixation (1 h in 0.1 M PBS containing 4%
paraformaldehyde at room temperature), as described previously,
and cells were centrifuged after each step (1 min, 550 g). Analysis of
phycoerythrin-positive cells was performed using BD FACSArray.
Results were expressed as percentage of total cells.

Detection of NSE

NSE released in the culture medium was quantified by immunora-
diometric assay (Proliﬁgen® NSE IRMA; Diasorin, Stillwater, OK,
USA) according to the manufacturer’s protocol. Results are ex-
pressed in nanograms per milliliter. Experiments have been per-
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formed to validate the measure of the release of NSE in the culture
medium as a marker of neuronal cell death (Supplemental Fig. 2).

Intracellular calcium

Experiments were performed in a modified HEPES buffered Krebs
solution containing 148 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 10 mM glucose, and 10 mM HEPES, at pH 7.38 (Merck,
Brussels, Belgium). In the high-K" medium, the K" concentration
was elevated to 75 mM, and Na* was reduced to 78 mM.
Resting intracellular calcium concentrations [Cagd']i and
K"-induced transient changes were assayed by fluo-4 imaging.
Cells were rinsed with HEPES buffer and then loaded with the
Ca®*sensitive dye Fluo-4 AM (10 wM; Molecular Probes) for 2 h
at room temperature. The dye was excited at 488 nm, and its
fluorescence emission was collected at 525/50 nm. Changes in
[Ca®"]; following high K* stimulation were measured with a
confocal microscope (Nikon TE300; Noran Instruments, Middle-
ton, WI, USA) using a 20X objective. Further analysis was done
using custom-written macros in IGOR PRO (Wavemetrics, Lake
Oswego, OR, USA). Regions of interest were drawn over each
cell, and average fluorescence intensity was calculated and
normalized to its starting level. Changes in normalized fluores-

cence are directly proportional to changes in [Ca®"];.

Glutathione assay

Total glutathione, comprising both reduced and oxidized forms,
was measured in a microtiter plate assay using a glutathione assay kit
(Sigma). The content of glutathione was normalized to the
protein content quantified by the Bio-Rad protein assay.

Reagents

Dopamine hydrochloride, hydrogen peroxide, rL-buthionine sul-
foximine (BSO), GSH, Sitrosoglutathione (GSNO), and oxidized
glutathione (GSSG) were all purchased from Sigma. PI and 7-AAD
were purchased from BD Bioscience (San Jose, CA, USA).

Statistics

Data are expressed as means * sk, and results were analyzed
by 1-way ANOVA, followed by Tukey’s post hoc test or by a ¢ test
(as indicated in figure legends). SigmaStat software (Systat,
San Jose, CA, USA) was used for statistical analysis.

RESULTS

Adenovirus-mediated targeting of EGCs in primary
cultures of ENS

In the first part of the study, we determined whether
adenoviral vectors could specifically infect EGCs. Primary
cultures of ENS are organized in ganglia containing neurons
and glial cells, as described previously (20). We infected
primary cultures of ENS with adenoviral vectors expressing
different transgenes controlled by the CMV promoter.
We first studied the expression of GFP controlled by
the CMV promoter after infection by adenoviral parti-
cles (Ad5-CMV-GFP). Infection of primary cultures of
ENS showed a high expression of GFP in 77 = 3%
(n=3) of EGCs identified with GFAP (Fig. 24-C). In
contrast, no Hu-IR neurons expressed GFP (Fig. 2D-F).
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Figure 2. Adenovirus-mediated transduction of EGCs in primary culture of ENS. Primary cultures of ENS were transduced with
Adb-CMV GFP (A-F) or Ad5-CMV-NLS-lacZ (G-L) and analyzed with antibodies against GFAP (B), Hu (E, K), Sox10 (H), and
B-galactosidase (G, J). Right panels show merged images (C, F, I, L). A large number of GFP-positive (A, solid arrowheads) or
B-galactosidase-IR cells (G, solid arrowheads) coexpressed EGC markers such as GFAP (B) or Sox10 (H), respectively. Open
arrowheads indicate examples of EGCs without expression of GFP or B-galactosidase. No colocalization between Hu-IR cells
(E, K) and GFP-positive (D) or [B-galactosidase-IR cells (/) was observed. Images are representative of 3 independent

experiments. Scale bars = 100 pm.

To confirm the ability to selectively express another
protein by EGC, we infected primary cultures of ENS
with adenoviral particles Ad5-CMV-NLS-LacZ. Under
these conditions, 85 * 2% (n=3) of EGCs (identified
with the nuclear marker Sox10) expressed (-galactosi-
dase (Fig. 2G-I). In contrast, no HU-IR neurons ex-
pressed B-galactosidase (Fig. 2/-L).

These results showed that EGCs can be selectively
targeted in primary cultures of ENS by using an adeno-

NEUROPROTECTION BY ENTERIC GLIAL CELLS

viral vector expressing a transgene under the control of
the CMV promoter.

Specific ablation of EGCs by adenovirus-mediated
transduction of herpes simplex virus thymidine kinase
affects neuronal survival in primary cultures of ENS

To achieve cellular ablation of EGCs, we used an adeno-
virus mediated transduction of the thymidine kinase gene



of the herpes simplex virus (HSV-TK) under the control
of the CMV promoter. Further treatment with GCV would
induce cell death of proliferating cells expressing the
transgene-derived HSV-TK (21, 22).

Transduction of primary cultures of ENS with Adb5-
CMV-TK followed by GCV treatment (2 pM; 6 d)
induced an important disorganization of the GFAP-IR
glial network (Fig. 3C-D) compared to transduced
cultures not treated with GCV (Fig. 3A, B). This disrup-
tion of the GFAP-IR glial network was associated with a
significant decrease in the number of Sox10-IR cells
(48%+5%, n=3, P<0.05). This disruption of glial network
was associated with a significant increase of NSE release as
compared to control (Fig. 3F) and a significant reduction
in the number of Hu-IR neurons per ganglia as compared
to control (22*2 vs. 30*=2; n=4; P<0.05).

The role of EGCs in primary cultures of ENS was
further assessed following oxidative stress induced by
either dopamine or hydrogen peroxide. Dopamine
treatment (1.2 mM; 24 h) induced a significant in-
crease of NSE release as compared to control (Fig. 3F).
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This dopamine-induced NSE release was significantly
enhanced in transduced cultures with Ad5-CMV-TK
after GCV treatment as compared to the transduced
cultures in the absence of GCV (Fig. 3F). H,O,
treatment (200 pM; 24 h) induced a significant
increase of NSE release that was significantly in-
creased in Adb-CMV-TK transduced cultures after
GCV treatment (Fig. 3G).

Neuroprotective effects of EGCs against oxidative
stress are mediated by one or more soluble factors

To study the direct neuroprotective effects of EGCs,
further experiments were performed using the neuro-
blastoma cell line SH-SY5Y in either direct or indirect
coculture with EGCs (Fig. 14, B). Dopamine treatment
of SH-EGFP cells directly cocultured with SH-SY5Y cells
increased significantly the proportion of Pl-positive
SH-EGFP as compared to untreated cells (Fig. 44). In
contrast, the effects of dopamine on cell permeability
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Figure 3. Genetically mediated ablation of EGCs induces neuronal cell death in primary cultures of ENS. A-D) Primary cultures
of ENS were transduced with Ad5-CMV-TK or Ad5-CMV-GFP cultured for 6 d in the presence or absence of GCV (2 uM).
Immunostaining of primary cultures of ENS transduced with Ad5-CMV-TK with antibodies against Hu (A, C) and GFAP (B, D)
revealed a significant loss of GFAP-IR structures (D) following treatment with GCV as compared to cultures not treated with GCV
(B). Images are representative of 6 independent experiments. Scale bars = 100 wm. £-G) Amount of neuron-specific enolase
(NSE) released in medium of primary cultures of ENS (transduced with Ad5-CMV-GFP and Ad5-CMV-TK) in the absence of
oxidative stress (£; open bars) or following treatment with dopamine (£ solid bars) or H,O, (G; solid bars) for 24 h. Values are
means * SE (n independent experiments). *P < 0.05 vs. all other respective conditions; *P < 0.05 vs. respective control; 1-way

ANOVA with Tukey’s post hoc test.
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Figure 4. Neuroprotective effects of EGCs are mediated by one or more soluble factors. A, B) SH-EGFP cells were cocultured
directly with SH-SY5Y cells (SH-EGFP+SH-SY5Y) or with EGCs (SH-SY5Y+NT or SH-SY5Y+CRL). Cocultures were treated with
dopamine (A) or hydrogen peroxide (B) for 24 h. Neuronal cell viability was evaluated by measuring the percentage of PI-
negative cells (EGFP* PI™) compared to EGFP™ PI™ in the absence of oxidative stress. Values are means * st (n independent
experiments). *P < 0.05 vs. SH-EGFP + SH-SY5Y; 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. C) SH-SY5Y cells were not treated
(control; open bar) or treated with dopamine (solid bars) for 24 h in the absence or presence of EGCs (—EGC and +EGC,
respectively) or with SH-SY5Y (+SH-SY5Y), seeded in transwell filters. Neuronal cell death was analyzed by measuring the cell
permeability to 7-AAD by flow cytometry. D) SH-SY5Y cells were treated with dopamine (solid bars) for 24 h with repeated
addition of SH-SY5Y-conditioned medium (SH-CM) or EGC-CM. In the absence of oxidative stress (open bar), SH-SY5Y cells
were treated with repeated addition of SH culture medium. Neuronal cell death was analyzed as in panel C. Values are
means * sE (nindependent experiments). *P < 0.05 vs. control; *P < 0.05 vs. other treatments; 1-way ANOVA with Tukey’s

post hoc test (C, D).

were prevented when SH-EGFP cells were cocultured
with EGCs, either NT or CRL2690 (Fig. 4A). Similarly,
H,0, treatment of SH-EGFP cells directly cocultured
with SH-SYBY cells also significantly increased the pro-
portion of Pl-positive SH-EGFP cells as compared to
untreated cells (Fig. 4B). Coculture of SH-EGFP cells
with EGGs, either NT or CRL2690, significantly re-
duced the neurotoxic effects of Hy,O, (Fig. 4B).

We next sought to determine whether the neuroprotec-
tive effects of EGCs were mediated through soluble factors
using a noncontact coculture system (Fig. 1B). Treatment of
SH-SY5Y cells cultured alone with dopamine induced a
significant increase in cell permeability to 7-AAD as com-
pared to control (without dopamine) (Fig. 4C). This in-
crease was significantly reduced when SH-SY5Y cells were
cocultured with EGCs but not with SH-SY5Y (Fig. 4C).

To further assess the role of soluble factors in the
neuroprotective effects of EGC, experiments were per-
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formed by culturing SH-SY5Y cells with EGC-condi-
tioned medium (CM). A single addition of EGC-CM
had no neuroprotective effects (data not shown). How-
ever, repeated addition of EGC-CM every 2 h for 10 h
(starting 4 h before dopamine treatment) significantly
reduced the percentage of cell permeability induced by
dopamine as compared to control condition (addition

of SH-CM) (Fig. 4D).

EGCs are protective against oxidative stress in
coculture with primary cultures of ENS

To confirm that EGCs can protect enteric neurons
during oxidative stress, an indirect coculture model of
primary cultures of ENS and EGCs was used (Fig. 1C).
Treatment with dopamine induced a sharp disruption
of B-tubulin III network (Fig. 5B) as compared to
control (Fig. 5A). In coculture experiments, EGCs



Figure 5. EGCs prevent neuro-

L nal cell death and early apo-
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0 o0 iments. F) Quantification of NSE
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of primary cultures of ENS not

treated (open bars) or treated with dopamine (solid bars) in the presence or absence of EGCs (+ EGC and —EGC,
respectively). Values are means * se (n independent experiments). ~K) Images of primary cultures of ENS treated
without dopamine (control; F; G) or with dopamine (H-K) for 6 h in the absence (H, I) or presence (J, K) of EGCs
seeded in transwell filters. Primary cultures were stained with antibodies against Hu (F, H, /) and active caspase-3 (G,
I, K). Arrows indicate colocalization of active caspase-3 with Hu. L) Quantitative analysis of the proportion of active
caspase-3 IR neurons (caspase 3-IR) vs. total neurons identified with Hu (20 ganglia/condition). Values are means =
sk (nindependent experiments). *P < 0.05 vs. control; *P < 0.05 vs. other treatment; 1-way ANOVA with Tukey’s post

hoc test. Scale bars = 100 pm (C); 50 pm (F, G).

prevented dopamine-induced B-tubulin III alterations
(Figs. 5C, D). In addition, the dopamine-induced in-
crease in NSE release was significantly reduced in the
presence of EGCs (Fig. 5L).

Early neuroprotective effects of EGCs are associated
with an inhibition of apoptosis as well as with a
preservation of the calcium signaling properties

We next sought to explore the early protective effects of
EGCs on dopamine-induced neurotoxicity. No signifi-
cant change in cell permeability and/or NSE release
was observed before 6 h of dopamine treatment in
SH-SY5Y or in primary cultures of ENS (data not
shown). In primary cultures of ENS, dopamine (1.2
mM; 6 h) induced a significant increase in the propor-
tion of active caspase-3-IR neurons as compared to
control (Fig. 5/~1, L). In addition, the number of Hu-IR
neurons per ganglia was not modified following 6 h
treatment with dopamine as compared to control
(19£1 wvs. 18%1, n=6, P>0.05). This increase in
caspase-3-IR induced by dopamine was significantly
reduced following coculture with EGCs (Fig. 5/-L).
Similarly, exposure of SH-SY5Y to dopamine (1.2
mM; 6 h) induced a significant increase in percentage
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of active caspase-3-IR SH-SYBY cells (Fig. 64, B, E). This
increase in caspase 3-IR was reduced by culturing SH-SY5Y
cells in the presence of EGCs and EGC-CM medium (Fig.
6C-E). We next studied the effects of EGCs on the
alterations induced by oxidative stress of intracellular
Ca*" response in SH-SY5Y. Dopamine significantly re-
duced the K*-induced [C212+]i increase in SH-SYBY cells.
These alterations in SH-SYBY cells were largely prevented
following coculture with EGCs (Fig. 6F).

GSH is involved in the neuroprotective roles of EGCs

Finally, we aimed at identifying a glial mediator in-
volved in these effects. A recent study has shown that
EGCs secrete GSH (9), which has neuroprotective
effects in the CNS (23).

We first showed in SH-SY5Y that GSH dose-dependently
prevented the increase in cell permeability induced by
dopamine, reaching a maximum effect at 1 mM (Fig. 74).
In contrast, both GSSG and GSNO, which are also pro-
duced by EGCs (9), had no protective effect (Fig. 7B).
The neuroprotective effect of GSH was not observed
when SH-SY5Y were pretreated for only 24 h with GSH (1
mM) prior to dopamine addition (Fig. 7C). Similarly, the
pretreatment alone of primary cultures of ENS with GSH
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Figure 6. EGCs prevent early apoptosis and altered intracellular calcium response induced by dopamine in SH-SY5Y. A-D)
Anti-active caspase-3 immunofluorescence staining of SH-SY5Y cells not treated (A) or treated with dopamine (B-D) in the
absence (B) or presence (C) of EGCs or after repeated addition of EGC-conditioned medium (CM; D); representative images
of 3 independent experiments. Scale bar = 100 wm. E) Quantitative analysis by flow cytometry of the percentage of SH-SY5Y cells
immunoreactive for active caspase-3 in the absence of oxidative stress (control; open bar) or following dopamine treatment and
cultured in the absence of EGC-CM or in the presence of EGC-CM. Values are means * sk of 3 independent experiments.*P <
0.05 wvs. control; *P < 0.05 vs. other treatment; 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. F) Average amplitude of the intracellular
Ca®" rise induced by high K" application in SH-SY5Y cells grown in either the presence or absence of EGCs. [Ca®"]; changes were
assayed by Fluo-4 imaging after treatment of SH-SY5Y cells without (open bars) or with dopamine (solid bars) in the presence or
absence of EGCs. Data are mean * sk of relative fluorescence (n independent experiments). *P<0.05 vs. respective control; ¢ test.

(24 h; 1 mM) was not sufficient to prevent the dopamine-
induced release of NSE (Fig. 7D).

We next characterized the neuroprotective role of
EGC-derived GSH by targeting EGC GCL, a key enzyme
in the synthesis of GSH, using genetical and pharma-
cological approaches.

Transfection of EGCs with pSUPER-neo.gfp shRNA
anti-GCL catalytic subunit (EGC shGCLc) induced a
significant decrease in intracellular level of total gluta-
thione (Fig. 84) as compared to controls [EGCs trans-
fected with pSUPER-neo.gfp shRNA anti-luciferase

-GSH +GSH +GSSG +GSNO

(EGC shLuc)]. Coculture of EGC shGCLc with SH-
SY5Y revealed a significant lower neuroprotective effect
as compared to coculture with EGCs or EGC shLuc
(Fig. 8B).

Treatment of EGCs with rL-buthionine sulfoximine
(BSO; 250 wM; 16 h), a pharmacological inhibitor of
GCL, significantly reduced the intracellular level of
total glutathione (Fig. 8C) without affecting EGC via-
bility (data not shown). Consequently, coculture of
BSO-pretreated EGCs with SH-SY5Y significantly re-
duced the neuroprotective effects of EGCs (Fig. 8D).
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Figure 7. GSH inhibits neuronal cell death induced by oxidative stress via a direct
and extracellular mechanism. A) Quantitative analysis of SH-SY5Y cell permeability
to 7-AAD by flow cytometry following treatment with dopamine in the presence of
different concentrations of GSH. B) Quantitative analysis of SH-SY5Y cell perme-
ability to 7-AAD following treatment with dopamine in the absence (—GSH) or
presence of reduced glutathione (+GSH), oxidized glutathione (+GSSG) or
Snitrosoglutathione (+GSNO). €) Quantitative analysis of SH-SY5Y cell perme-
ability to 7-AAD following treatment with dopamine either after pretreatment only
of SH-SY5Y with GSH (+preGSH) prior to addition of dopamine or after adding
GSH simultaneously to dopamine (+GSH). D) Quantification of NSE release in the
culture medium of primary cultures of ENS treated with dopamine either after
pretreatment only with GSH for 24 h (+preGSH) or directly in the presence of
GSH added simultaneously to dopamine (+GSH). Values are means * SE (n
independent experiments). ¥P < 0.05 vs. control (dopamine alone; —GSH); 1-way
ANOVA with Tukey’s post hoc test).
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Figure 8. GSH is involved in the neuroprotective effects of EGCs. A) Quanti-
fication of total glutathione in EGCs transfected with shRNA anti-GCL
catalytic subunit (EGC shGCLc) or with shRNA anti-luciferase (EGC
shLuc). Values are means = st (n independent experiments). ¥*P < 0.05; ¢
test. B) Quantification of permeability to PI of SH-SY5Y cells (expressed as
percentage of PI* EGFP™ cells) treated with dopamine for 24 h in the
absence of EGCs (—EGC) or in direct cocultures with EGCs (+EGC), with
EGC shGCLc, or EGC shLuc. Values are means = sE (n independent
experiments). ¥*P < 0.05 vs. dopamine alone (—EGC); #P < 0.05 vs. other
treatments (+EGC); 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test. C) Quantifi-
cation of total glutathione in EGCs treated without (—BSO) or with

L-buthionine sulfoximine (+BSO). Values are means = SE (n independent experiments). *P < 0.05; ¢ test. D) Quantification
of cell permeability to 7-AAD of SH-SY5Y cells treated with dopamine in the absence of EGCs or in indirect cocultures with
EGCGs treated or not with BSO. Values are means * st (n independent experiments). *P < 0.05 vs. dopamine alone
(—EGC, —BSO); #P < 0.05 vs. other EGC treatment (+EGC, —BSO); 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test).

GSH protects myenteric neurons against
H,O,-induced cell death

Finally, we aimed to characterize whether in an inte-
grated model, ¢e., in explants of rat colon, oxidative
stress could induce enteric neuronal cell death and
whether GSH could be neuroprotective. Treatment of
colonic explants with HyO, (1 mM) induced a significant
increase of the proportion of active caspase 3-IR myen-
teric neurons (28%=5% of Hu-IR neurons) as compared to
controls (4£1%; n=4; P<0.05) (Fig. 94-D, I). The H,Oo
induced capsase3-IR in myenteric neurons was signifi-
cantly reduced (11+£3%; n=4) by GSH (5 mM) (Fig.
9E-).

DISCUSSION

The present study identified a novel neuroprotective
role for enteric glia in the ENS. In vitro conditional
ablation of EGCs led to a reduced neuronal survival as
well as an increase in neuronal lesions during oxidative
stress. We next identified GSH as an enteric glia-
derived mediator responsible for their neuroprotective
effects. Eventually, neuroprotective effects of GSH were
also demonstrated using ex vivo explants of rat colon.
Altogether these data further extend the functional
and morphological similarities between astrocytes and
enteric glia in the control of neuronal homeostasis.

A major finding of our study was the demonstration
of the direct neuroprotective role of EGCs. Indeed,
previous in vivo studies have yielded controversial re-
sults about the putative neuroprotective role of EGCs.
Although Bush et al. (10) have evidenced neuronal loss
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following in vivo glia ablation, no such loss was observed
in another model of glia ablation (17). These discrep-
ancies could be explained in part by the fact that
following EGC ablation, survival of mice was signifi-
cantly reduced to 4-5 d in the model of Cornet et al.
(17) as compared to 19 d in the model established by
Bush et al. (10). Such a difference in time course could
either facilitate the development of the neurodegen-
erative process or modulate the neuroprotection in-
duced by environmental constituents of the ENS. It has
been recently shown that intestinal epithelial cells were
also protective for enteric neurons during oxidative
stress (24). In this context we have established an in
vitro primary culture of ENS (20), devoid of its environ-
mental constituents, that enabled us to investigate the
direct neuroprotective effects of EGCs. A similar model
has been used to demonstrate the involvement of EGCs
in purinergic neurotransmission (25) and gave results
comparable to the ones that were obtained ex vivo (26).
Interestingly, following conditional ablation of glia in
our primary cultures of ENS, the number of neurons
per ganglia was reduced and was associated with an
increase in the release of NSE. This is in line with
experiments performed in the CNS in which a major
loss of neurons was observed following astrocyte abla-
tion (27, 28). This neuronal loss was probably due to
the decrease in the expression of glia-derived glutamate
transporters GLAST and GLT-1 (27). In our case, the
mechanisms responsible for neuronal cell loss remain
unknown but could be due to reduced availability of
1) glia-derived neurotrophic factors or 2) neuroprotec-
tive factors, because one cannot exclude the presence
of low level of oxidative stress sufficient to induce
neuronal cell death in control conditions. This reduced
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Figure 9. GSH prevents apoptotic neuronal death induced by
oxidative stress in rat myenteric plexus. A—H) Images of whole
mounts of myenteric neurons treated without H,O, (A, B, E,
F) or with H,O, (C, D, G, H) in the presence (E-H) or
absence (A-D) of GSH. Whole mounts were stained with
antibodies against Hu (A, C, £, G) and active caspase-3 (B, D,
F, H). Arrows indicate colocalization of active caspase 3 with
Hu. /) Quantitative analysis of the proportion of active caspase-
3-IR myenteric neurons vs. total neurons identified with Hu (10
ganglia/condition). Values are means * SE (n independent
experiments). *P < 0.05 wvs. control; *P < 0.05 wvs. other
treatment; 1-way ANOVA with Tukey’s post hoc test.
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neuroprotection under basal conditions could lead to
an increase in susceptibility of neurons to insults such
as oxidative stress, as observed in our study.

Another important finding of our study was the
identification of GSH as an enteric glia-derived media-
tor responsible for their neuroprotective effects. This
further extends the role of glia-derived GSH and its
derivatives in the regulation of gut homeostasis. In-
deed, Savidge et al. (9) identified GSH and its deriva-
tives (GSSG and GSNO) as being produced by EGCs
and revealed GSNO as a key regulator involved in
intestinal barrier homeostasis. In the ENS, GSH has
been shown to decrease the proportion of myenteric
neurons expressing nitric oxide synthase in the colon
and expressing vasoactive intestinal peptide in the
ileum (29). In addition, GSH also prevented the de-
crease in nitrergic neurons induced by NO. This drop
in the proportion of nitrergic neurons was not associ-
ated with cell death, suggesting that GSH modified the
neurochemical phenotype (30). Regarding neuropro-
tection, GSH has been identified in the CNS as being
synthesized by astrocytes and exerting neuroprotective
effects, especially during oxidative stress (31). In our
study, we have provided evidence that GSH was able to
prevent the neuronal damages induced by oxidative
stress mainly through an extracellular mechanism. Pre-
treatment of SH-SY5Y or primary cultures of ENS with
GSH was not sufficient to protect them from the
oxidative insult. This protection was only achieved
when GSH was present concomitantly during oxidative
stress. The precise neuroprotective mechanisms of
GSH in our study remain unknown. Nevertheless, on
the basis of previous works, it can be postulated that
GSH could prevent the production of reactive oxygen
species in the presence of specific enzymes such as
glutathione peroxidases (32) or selenoprotein P (33).
Furthermore, GSH could also be a source of sulfthydryl
species that could further be used by neurons for
intracellular GSH synthesis (34, 35). Although EGCs
are not the only cells of the ENS environment capable
of producing glutathione, their structural organization
within the ENS makes them a candidate of choice to
protect neurons. EGCs are densely and closely distrib-
uted within enteric ganglia, outnumbering neurons by
a factor of 5:1, and are located within a few nanometers
of neuronal cell bodies and processes. This could allow
a rapid and tight control of the extracellular microen-
vironment of the neuron by glia-released glutathione.
In our study, the neuroprotective effects of EGCs were
only partly dependent on glutathione, implying that
other factors secreted by EGCs are probably also in-
volved. Although astrocytes are a well-recognized
source of neuroprotective factors in the CNS, identifi-
cation of such factors in EGCs remains largely un-
known. Recent studies have shown that nerve growth
factor (NGF) and transforming growth factor-beta 1
(TGFB1) are secreted by EGCs (8, 36). These factors
have been shown to exert neuroprotective effects in the
CNS, but their role in the ENS is largely unknown.
Nevertheless our preliminary results suggest that this is
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not the case in the ENS and that TGFB1 is not able to
protect enteric neurons in primary cultures following
an oxidative challenge.

Finally, an interesting finding of our study was that
adenoviral transduction of ENS using CMV promoter
allowed a highly selective targeting of EGCs. The precise
mechanisms involved remain unknown but could be due
in part to the specific expression of CAR (Coxsackie and
adenovirus receptor) by EGCs (unpublished results). This
finding is also in line with two recent studies that showed
high expression of CMV promoter in astrocytes (37) and
specific viral targeting of EGCs in patients with chronic
idiopathic intestinal pseudo-obstruction (38).

An emerging concept in gastroenterology is that a
wide range of diseases, for example, motility disorders
and inflammation, can be considered in part as enteric
neuropathies. Until recently, studies of enteric neurop-
athies have mainly focused on enteric neurons and
especially on changes in the neurochemical phenotype
(39). Scarce, but increasing, data suggest that EGCs are
also major players in gut disease (40). For instance, it
has been recently evidenced that motor disorders of the
gut, such as slow transit constipation, diverticular dis-
ease, and idiopathic megacolon, are associated with
enteric glial abnormalities (13, 14). Our present results
provide further insights into the role of EGCs in the
field of enteric neuropathies, demonstrating for the
first time that EGCs are directly involved in the survival
of enteric neurons. This neuroprotective role for EGCs
is likely to be critical in the context of the gut because
enteric neurons, in contrast to CNS neurons, are di-
rectly in contact with the environment and thus ex-
posed in first line to nutritional and inflammatory
insults. In this context, we have recently shown that
protection of neurons in the gut is not restricted to
EGC, because intestinal epithelial cells (IECs) are also
able to prevent the neuronal cell death induced by
dopamine (24). It is thus tempting to speculate that
both IECs and EGCs act in concert to protect enteric
neurons, and therapeutic strategies that aim at rein-
forcing the neuroprotective properties of these two cell
types will be of interest in the management of enteric
neuropathies.
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Article 2: Neuroprotection par les cellules gliales
entériques: effets a long terme et role de la

prostaglandine 15d-PG]J:

La cellule gliale entérique (CGE), composante majeure du systéeme nerveux
entérique (SNE), présente des similitudes morphologiques et fonctionnelles avec
I'astrocyte du systéme nerveux central (SNC). Le réle des astrocytes dans la
régulation des fonctions neuronales a fait 'objet de nombreuses études qui ont
montré l'implication de ces cellules dans le contréle de la neurogénese, de la

neurotransmission et de la survie neuronale (Jessen 2004).

Quelques études ont montré des fonctions similaires des CGE mais ces
cellules restent tres peu connues. Nous avons mis en évidence au cours de la
premiére étude le réle important que jouent les CGE dans le contréle de la survie
neuronale en partie via la production de glutathion réduit. Cependant, cette voie
n’est certainement pas la seule impliquée et le glutathion réduit ne permet pas de
bloguer complétement la mort neuronale induite par un stress oxydant. En
particulier, certains des effets neuroprotecteurs a long terme des CGE ne sont pas

médiés par le glutathion.

Par conséquent, nous avons voulu étudier les autres voies impliquées dans la
neuroprotection par les CGE, et notamment les mécanismes impliqués dans la
protection a long terme et la prévention de la mort neuronale. En outre nous avons
cherché a identifier les facteurs responsables de ces effets a long terme. Parmi les
différents facteurs testés, notre étude s’est focalisée sur une molécule identifiée
récemment comme étant produite et libérée par les CGE, la prostaglandine 15d-
PGJ, (Bach et al, en préparation). Cette molécule, dérivée des oméga-6, est
impliquée dans différentes fonctions physiologiques. La 15d-PGJ, a en particulier

des effets neuroprotecteurs dans le SNC contre différents types de stress comme le
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stress oxydant induit par le peroxyde d’hydrogene (H,0,), le stress nitrosylant et le
stress induit par le glutamate (Aoun et al. 2003; Lim et al. 2004). Par ailleurs la 15d-
PGJ, permet également de prévenir la mort neuronale induite dans un modele
d’ischémie/reperfusion, a la fois dans le cerveau et dans l'intestin (Cuzzocrea et al.

2003; Lin et al. 2006; Baregamian et al. 2009).

L’objectif de cet article a donc été de caractériser les effets protecteurs a
long terme des CGE et de mettre en évidence I'implication de la 15-PGJ, dans ces

effets.

Une co-culture pendant 1 a 4 jours de la lignée neuronale SH-SY5Y avec des
lignées gliales est réalisée préalablement au traitement par H,0,. Cette co-culture
préalable protége durablement les cellules SH-SY5Y vis-a-vis du stress oxydant
appliqué apres retrait des CGE. Apres avoir testé différents facteurs gliaux, nous
montrons que le prétraitement des cellules SH-SY5Y avec des doses croissantes de
15d-PGJ; pendant 24h permet une réduction de la perméabilité membranaire
induite par le H,0; a 200 uM. Cet effet est dose-dépendant avec un effet maximal
observé a 5 uM et un effet toxique au-dela. Les effets de la 15d-PGJ, dépendent
également de la durée de pré-traitement. Un traitement répétitif pendant 4 jours,
reproduisant les conditions de co-culture, protége les cellules SH-SY5Y. Une
neuroprotection maximale est observée apres 24 heures de prétraitement.
Néanmoins, les effets de la 15d-PGJ; sur les cultures primaires de SNE sont obtenus

uniquement avec de faibles doses (1-3 uM).

Afin de mettre en évidence l'implication de la 15d-PGJ, dans les effets
préventifs des CGE, nous avons utilisé une approche génétique basée sur I'inhibition
de la synthése de la 15d-PGJ, par ARN interférence. Les lignées de CGE ont été
transfectées avec des plasmides exprimant des shARN dirigés contre la PGD
synthase, enzyme responsable de la production de 15d-PGJ, Le traitement a la
puromycine (1 pg/ml) a permis de sélectionner une population de cellules
résistantes ayant une expression stable de shRNA. Ceci a été vérifié par des mesures

protéomiques de la PGD synthase. Nous avons montré que parmi les différentes
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constructions testées, deux d’entre elles présentaient une réduction significative de
la protéine (CGE shPGDS) et une troisieme construction ne présentait aucune

variation et a servi de controle négatif (CGE shMOCK) pour le reste de I'étude.

Suite a une co-culture pendant 4 jours des cellules SH-SY5Y avec des CGE
shPGDS et CGE shMOCK, I'analyse de la perméabilité membranaire montre que les
effets protecteurs obtenus avec des CGE non transfectées lors d’un stress oxydant
sont significativement réduits suite a une co-culture avec les CGE shPGDS alors
gu’aucune variation n’est observée avec les CGE shMOCK. Cette inhibition partielle
des effets préventifs des CGE confirme que la 15d-PGJ, est responsable au moins en

partie de ces effets.

La prostaglandine 15d-PGJ, est impliguée dans différentes voies de
signalisation (Straus and Glass 2001). On distingue principalement la voie
permettant I'activation du récepteur nucléaire PPARy (Peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma). Les effets physiologiques peuvent également impliquer
d’autres voies comme la voie Nrf-2 qui est activée par la 15d-PGJ, ou la voie NFkB

qui est inhibée par la 15d-PGJ,.

Pour déterminer si la voie PPARy est responsable des effets protecteurs
observés de la 15d-PGJ2, une approche pharmacologique a été choisie. Les cellules
SH-SY5Y ont été incubées en présence de roziglitazone, un agoniste de PPARYy.
L'analyse de la perméabilité membranaire montre que le roziglitazone est incapable
de reproduire les effets protecteurs de la 15d-PGJ, Les cellules SH-SY5Y ont été
traitées avec un inhibiteur spécifique de PPARy, le GW9662. Le traitement de ces
cellules avec 5 uM de 15d-PGJ; en présence de GW9662 ne modifie pas ses effets
protecteurs de la mort neuronale induite par I'H,O,. L'utilisation de ces deux
molécules laisse supposer que les effets protecteurs de la 15d-PGJ, sont

probablement indépendants de la voie PPARYy.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence un deuxieme

mécanisme de neuroprotection par les CGE. Ce mécanisme est complémentaire au
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premier et agirait plutot a long terme en augmentant les capacités de défense de la

cellule neuronale qui devient plus résistante au stress oxydant.

L'un des médiateurs impliqués dans ces effets est la 15d-PGJ2, dont les
effets sont indépendants de la voie PPARy. Les voies activées par la 15d-PGJ; ou
d’une facon plus générale par les CGE en co-culture restent cependant inconnues.
Des expériences en cours permettront d’identifier les différents genes modulés a la
fois par les CGE et par la 15d-PGJ2. Il pourrait s’agir de genes antioxydants activés
par le facteur de transcription Nrf-2 ou de génes de la voie apoptotique modulés

par NFkB.

Enfin, lidentification de la 15d-PGJ, comme élément majeur de
neuroprotection permettrait d’utiliser cette molécule en thérapeutique. Des
apports nutritionnels en dérivés des oméga-6 pourraient en effet étre bénéfiques

dans un contexte de neuropathie entérique.
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Abstract

Background and aims: Increasing evidence suggests that enteric giiké ¢EGC) are critical
for enteric neurons functions. We have shown inrevipus study that EGC have a direct
neuroprotective effect against oxidative stresstigy mediated by the release of reduced
glutathione. However, other factors are likely #® involved. EGC are able to produce and
secrete thao-6 derivative 15dA'*  prostaglandin J2 (15d-PgJa natural agonist of the
peroxisome proliferator-activated receptor (PRABhown to be neuroprotective in the central
nervous system. Therefore, the aim of this study twaassess the potential involvement of the
prostaglandin 15d-PGih the neuroprotective effects of EGC.

Methods: Primary cultures of ENS, single cultures of ndlmstoma SH-SY5Y cells or
Transwell co-cultures of EGC along with SH-SY5Y Iselvere used. Oxidative stress was
induced by 200 uM hydrogen peroxide for 24h. Neararell viability was assessed by flow
cytometry quantification of 7-AAD-permeable celladadosage of released neuron specific
enolase. Prostaglandin D2 synthase (PGDS) genessipn was silenced by RNA interference,
and PGDS expression level was assessed by Westérn b

Results: When EGC were co-cultured along with SH-SY5Y amdnoved prior to kD,
treatment, a 60% decrease in neuronal death wasrvaos Similarly, a 24 and 96h pre-
treatment of SH-SY5H cells with 5 uM 15d-B@ievented 70% of the neuronal death induced
by oxidative stress. These protective effects al-B&J2 were replicated in primary cultures of
ENS. Invalidation of PGDS, the terminal enzymatmmponent responsible for 15-d-PGJ2
production, significantly attenuated the neuromtite effects of EGC in the co-culture model.
Pharmacological modulation of PPgRid not influence EGC neuroprotection.

Conclusion: This study demonstrates a new preventive and-fermg neuroprotective role of
EGC against oxidative stress, partially mediated I5d-PGJ via a PPAR-independent

pathway.



I ntroduction

The enteric nervous system (ENS) is an integratexgronal network located within the
gastrointestinal tract controlling gastrointestifiahctions such as motility and secretion [1].
The ENS is composed of enteric neurons and ergkakcells (EGC). EGC largely outhumber
neurons [2] and are likely to represent the ENShtanpart of central nervous system (CNS)
astrocytes since they resemble astrocytes bothhmtmgically and immunohistochemically [3-
5].

In contrast to CNS astrocytes, whose neuroproeatiffects have been extensively
characterized [6, 7], the protection of entericroes by EGC has been poorly studied. There is
mounting evidence suggesting that EGC are invoivedigestive diseases characterized by
neurodegenerative features, such as slow transdtipation, idiopathic megacolon and colonic
diverticular disease [8-10]. Transgenic models hicl enteric glia is ablated [11, 12] display a
shift in the neurochemical phenotype [12, 13] searonal loss [11]. In a recent study, using
vitro co-culture models, we have further shown that Ed&Creased neuronal death both in
basal condition and during oxidative stress. Tak®gm@ whole, these data suggest that the EGC
could be directly involved in the regulation of gligity and survival of enteric neurons.

In our co-culture model, the neuroprotective effeaft EGC were partially mediated by reduced
glutathione (GSH). Nevertheless, GSH alone didraoapitulate the neuroprotection achieved
by EGC, suggesting that other factors are involw@. have recently shown that EGC can
produce and release the6 derivative 15dA™ * prostaglandin J2 (15d-P@Jwhich modulates
epithelial cell proliferation via the peroxisomeoliferator-activated receptor (PPARpathway
(unpublished data). 15d-P&tidas been shown to protect neuronal cell lines fogidative stress
and excitotoxicityin vitro [14, 15]. The aim of the present research is thwetermine whether
15d-PGJdis involved in the neuroprotective effects of EG£ing a co-culture model, we show
that a pre-incubation of neuronal cells with EGGsidficient to protect neuronal cells from
oxidative stress. We further provide strong evidetitat these effects are mediated by 15d-

PGJ.



Materials & methods

Cdll culture models

Enteric glial cells (EGC)

Transformed EGC (CRL2690) were purchased from ATR@h-transformed EGC (NT) were
obtained from Dr A. Ruhl and prepared as previoudgcribed [16]. EGC were cultured in
DMEM medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Francepmamented with 10% (v/v) heat
inactivated fetal bovine serum (FBS, BioWest), 19v) glutamine (Invitrogen), 50 pg/mL

Streptomycin (Invitrogen) and 50 U/mL Penicillimyitrogen).

PGD2 synthase deficient enteric glial cell lines

Non-transformed EGC (NT) were transfected with pLK®uro shPTGDS vector plasmids
coding for the shRNA against Prostaglandin D2 sys¢h(shPTGDS) (Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France). Cell transfection was performesng Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
following the manufacturer’s instructions. Mediunasvrenewed after 24 hours and cells were
treated with puromycin (10 pg/mL, Invitrogen) urdible expression of transgene. Efficient
shRNA sequence was: shPTGDS CCGGCCAGTG
TGAGACCAAGATCATCTCGAGATGATCTTGGTCTCACCTGGTTTTT. An
unefficient shRNA construction and was used asegative control (sh MoclCCGGG

CCCAACTTTCAACAAGACAACTCGAGTTGTCTTGTTGAAAGTTGGGCTTTTT).

Neuroblastoma cell line

Neuroblastoma SH-SY5Y cells were purchased from &Tahd maintained in SH medium:
DMEM/F12 (Invitrogen) supplemented with 15% (VABE, 1% (v/v) glutamine, 1% (v/v) non

essential amino acids (Invitrogen), 50 U/mL peficénd 50 pg/mL streptomycin.

Co-culture experiments




EGC or shPTGDS EGC were seeded onto porous fi{tetavell Transwell Clear, 0.40 um-
porosity, Corning) at a density of 0,16 Xtells/cni. After 24 hours, EGC filters were placed in
presence of SH-SY5Y (0,16 xl@ells/cnf) seeded into the bottom of 12-well plates and

cultured for 24, 48, 72 or 96 hours before a 24rbitneatment with EO, (Figure 1A).

Primary cultures of ENS

Intestines of E15 rat embryos (35-45 embryos paat®n from 3 pregnant Sprague-Dawley
rats (CERJ, Le Genest St Isle, France) were remanedfinely diced in Hank’s buffered salt
solution (Sigma) supplemented with 50 pg/mL Straptcin and 50 U/mL Penicillin and kept
on ice. Intestines were triturated mechanicallyngs scalpel. Tissue fragments were collected
with 5 mL DMEM/F12 (1:1) medium supplemented with j5g/mL streptomycin and 50 U/mL
penicillin, and digested at 37°C for 15 min in fimesence of 0,1% (v/v) Trypsin (Sigma). The
Trypsin reaction was stopped by adding 10 mL of iomadcontaining 10% (v/v) FBS. The
suspension was then treated by 0,01% (v/v) DNAg8igma) for 10 min at 37°C. After
trituration, cells were centrifuged at ZHxor 10 min. Cells were counted and seeded in
DMEM/F12 with antibiotics and 10% (v/v) FBS at andity of 2.4 x18cells/cnf, on 24-well
plates previously coated for 6 hours with a solutad 1% (v/v) gelatine (Sigma). After 24
hours, the medium was replaced with the same mediitihout FBS but containing 1% of N-2
supplement (Invitrogen). Half of the medium waslaiepd every other day and primary cultures

were maintained for 13 days.

Assessment of cell viability

Immunohistochemical analysis

Primary cultures of ENS were fixed in 0.1 M PBS taaming 4% paraformaldehyde at room
temperature for 1 hour. Cells then washed in PRSpmmmeabilized for 30 min in PBS/NaN3
containing 0.5% (v/v) Triton X-100 (Sigma) and 4%vj horse serum before incubation with

mousef-tubulin 11l antibody (1:1000, Sigma) for 90 minel> were then washed in PBS and



incubated for 30 min with donkey anti-mouse IgG jogated to carboxymethylindocyanine

(1:500; Jackson Laboratories, purchased from Imrnaaip Marseille, France).

Flow cytometry analysis of 7-AAD permeable cells

SH-SY5Y cells were collected both in the supernageml in the bottom of the wells following
treatment with trypsin-EDTA. Cell suspension wasrttcentrifuged for 5 min at 55@»xand
resuspended in 500 uL 0.1 M PBS. Membrane pernigabibs evaluated using 7-amino-
actinomycin D (7-AAD) as DNA fluorescent marker.Q2AL of cell suspension were incubated
with 7-AAD for 10 min before flow cytometry usingdBFACSarray (Le pont de Claix, France)

for SH-SY5Y cells. Results were expressed as ptagerof total cells.

Western blot

EGC transfected or not with shRNA PTGDS plasmidsewailtured until confluence and then
lysed with RIPA (Millipore) completed with proteasenhibitors (Complete, Roche). After
scratching wells, insoluble material was removedcbwtrifugation and soluble fraction was
denaturated for 10 min. Samples were processeeldotrophoresis using NUPAGE MES SDS
buffer kit (Invitrogen). Proteins were then tramséel to nitrocellulose membranes. After
blocking, blots were incubated overnight at 4°Chwitimary antibodies diluted in Tris buffer
saline with 5% non-fat dry milk. Rabbit anti-PGD$.1000, Sigma) and mouse aftactin
antibodies (1:5000; Sigma) were used in this stirdynunoblots were probed with appropriate
HRP-conjugated secondary antibodies (Invitrogen) dsualized by chemiluminescence (ECL
plus, Amersham). To quantify the bands, we applisthgeJ software based analysis
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). The area under cufJC) of PGDS signal was corrected for the

AUC of B-actin signal.

Reagents
15d-PGJ2, hydrogen peroxide, Rosiglitazone and G&%@ere all purchased from Sigma. 7-

amino actinomycin D (7-AAD) was purchased from B &ience.



Statistics
Data are expressed as means + SEM and resultsawelgsed by one-way ANOVA, followed

by Tukey’s post hoc test or by t-test (as indicatethe legends to figures). SigmaStat software

was used for statistical analysis.



Results

Preincubation with EGC protects neuronal cells from oxidative stress

Using a co-culture model, we have recently showat tBGC are neuroprotective during
oxidative stress. In this paradigm, the EGC werewdtured along with the neuronal cells
throughout the oxidative insult. In order to det@r@enwhether the EGC are also able to achieve
“long term” neuroprotection, we have set up an erpental protocol in which EGC are
initially co-cultured with SH-SY5Y cells neuronatlts for 24h, 48h, 72h or 96h and removed
prior to oxidative stress treatment (Figure 1A)edtment of SH-SY5Y cells with hydrogen
peroxide (HO, 200uM) during 24h induced a significant increaseell permeability (60.8 +
0.8 %) as compared to control condition (7.7 + Q.5%gure 1B). This percentage was
significantly reduced after long-term co-culturalwkEGC in a time dependent manner, with a
maximum effect after 96h of previous co-culture.919 2.4 %) (Figure 1B). In contrast, co-
culture with SH-SY5Y cells during 96h did not haamy effect on cell permeability (64.1 +

1.3 %) (Figure 1B).

Preincubation with 15d-PGJ, protects neuronal cells from oxidative stress

SH-SY5Y cells were treated with 15d-RGdr 24h before addition of 200uM ,8,. Pre-
treatment with 5 uM 15d-PGJ2 significantly reducetl permeability as compared to control
(Figure 2A). Higher concentrations of 15d-B®ad a toxic effect on SH-SY5Y cells (data not
shown). In order to study whether a pre-incubatiotih 15d-PGJd is sufficient to mediate its
neuroprotective effect, 5 uM 15d-PGJ2 was adde8&HhSY5Y medium for 96h, and then
removed prior to kD, addition (Figure 2B). Such a preincubation sigaifitly reduced cell

permeability as compared to controls.

15d-PGJ2 protects primary cultures of enteric nervous system (ENS) from oxidative stress
To assess the putative neuroprotective effectbdfPAGJ on enteric neurons, primary cultures

of ENS were treated with 1, 2 or 3uM 15d-R&d 96h before addition of 200 uM,8, during



24h. Treatment with kD, induced a sharp disruption Bftubulin Il network (Figure 3B) as
compared to control (Figure 3A). Pre-treatment withd-PGJ2 prevente@-tubulin 1l
alterations in enteric neurons (Figures 5C-5E)addition, the HO,-induced increase in NSE
release was significantly reduced in the presericé5d-PGJ2 in a concentration-dependent

manner (figure 3F). Higher concentrations of 15d}iHtad a toxic effect (data not shown).

PGD synthase specific inhibition reduced long term neuroprotection by EGC

We next aimed at determining if 15d-BG38 involved in the protective effects observed
following a preincubation with EGC. To do so, wésced the expression of P&Bynthase
(PGDS), the terminal enzymatic component respoadit 15-d-PGy) production. EGC cell
lines were transfected with plasmids expressindRBIA against PGDS gene (pLKO.1-puro
shPTGDS). PGDS protein level was decreased in EXa@sfected with shPTGDS (EGC
shPTGDS) (Figure 4A), and remained constant in EEhsfected with mock shRNA
construction (EGC shMOCK).

SH-SY5Y cells were next co-cultured either with Aicansfected EGC, EGC shPTGDS or EGC
shMOCK (expressing MOCK sh RNA construction) duri@gh and treated with J@, after
removal of EGC filters. The decreased proportiorpefmeable cells observed following co-
culture with non-transfected EGC was partially &#ywd when SH-SY5Y cells were co-
cultured with EGC shPTGDS. EGC shMOCK had no efeectcompared to non-transfected

EGC (Figure 4B).

15d-PGJ2 effects are independent of PPARypathway

15d-PGJ is the natural ligand of PPAReceptor. In order to determine if 15d-BGJ
protective effects were mediated by this pathwaM-SY5Y cells were pre-treated with
PPARy agonist rosiglitazone during 24h before treatmeittt @00uM HO,. Pre-treatment with
5uM roziglitazone was not able to reproduce thdeative effects of 15d-PGassessed by 7-

AAD permeability (Figure 5A).



Likewise, treatment of SH-SY5Y cells with 10 uM tble specific PPAR inhibitor GW9662

prior to 15d-PGJ2 treatment did not prevent theqative effects of 15d-PGJ2 (Figure 5B).
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Discussion
We have shown in the present study that the neotegiive functions of EGC partly occur
through a preventive pathway, since the mere pubistion of neuroblastoma cells with EGC
was sufficient to protect them from an oxidativeuh. In a recent report, we have identified
GSH as one of the soluble factor responsible ferndburoprotective effects of EGC. However,
the protective effects of GSH were due to a digead extracellular mechanism that did not
require any previous incubation. Here we providel@we that another mechanism, which
consists on priming neurons in order to enhancie tefense capacities, is also involved in the
neuroprotection by EGC. Remarkably, a similar madma has been characterized in the CNS,
based on the induction of specific genes expredsyameurons [17-19]. Likewise, preincubation
with neurotrophic factors secreted by astrocytesnates the survival of dopaminergic neurons
after an oxidative insult [20].

Another major finding of our study was the idemwgfiion of thew-6 derivative 15d-
PGJ as a glial mediator involved in these neuroprotectffects. 15d-PGJdvas shown to exert
protective effects in stress situations such awsdtive stress and excitotoxicity [14, 15, 21].
Protective effects of 15d-P&were also characterized in the context of ischeeyerfusion
injury in the brain and in the gut involving amifiammatory properties of 15d-P&(22, 23].
We have recently shown that EGC can produce andtset5d-PGJ(our unpublished results).
15d-PGJ2 displays multifaceted cellular functionsicluding anti-inflammatory and
cytoprotective functions [24]. Due to tlef3 unsaturated moiety present in its cyclopentenone
structure, 15d-PGJcan readily react with cellular nucleophiles swh the cysteinyl thiol
groups of proteins [25].

15d-PGJ function depends on its concentration and on theragellular
microenvironment. In particular, treatment of neao cell lines with 15d-PGJ is
neuroprotective at low concentrations and beconeesatoxic beyond 8 uM, probably due to
the production of ROS and the modification of delfuedox [26]. We found similar effects in
our model. Indeed, 5 uM 15d-PGdrevented SH-SY5Y cell death induced byOk whereas

treatment with 10 uM of 15d-PGJ2 increased the omalr death (data not shown). The
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neurotoxic effect of 15d-PGJ2 appeared at loweesl@g8 uM) in primary culture of ENS. The
serum contained in SH-SY5Y culture medium may antéar this discrepancy. Indeed, serum
has been shown to contain growth factors [27] ameltd its high protein content could buffer
15d-PG4.

15d-PGJ2 is a high affinity ligand for the nucleaceptor PPAR and modulates gene
transcription by binding to this receptor [28] lmatuld also modulate other cellular pathways,
especially NikB and Nrf2 pathways [24, 29]. Using a pharmacolalg&pproach, we have
shown that the protective effects of 15d-P@&re independent of PPARpathway in our
model. Previous studies have demonstrated a piratecble for 15d-PGJ2 through the
activation of PPAR [14, 21] The mechanisms involved in the neuroprotectivect$f of 15d-
PGJ2 in our context thus remain to be identifiedwiver, it can be postulated that 15d-PGJ2
produced by EGC could increase the neuronal resistto oxidative death either by increasing
the expression of anti-oxidant genes or by modudgdipoptotic gene expression via Nrf2 and/or
NFkB pathways [30, 31].

The identification of this preventive neuroproteantioy EGC could be of great interest
in the field of enteric neuropathies. Although mostthe studies about enteric neuropathies
have focused on neurons, there is emerging evidérateEGC are critically involved in the
initiation and/or progression of these diseasesl{d, The loss of EGC integrity observed
during enteric neuropathies could sensitize neurtmsenvironmental insults such as
inflammation and oxidative stress. In this contexiy findings may open therapeutic avenues.
15d-PGJ2 and other prostaglandins derive fro#h fatty acid arachidonic acid, considered as
an essential fatty acid. Nutritional supplywf could be of help in order to promote neuronal
survival by enhancing EGC protective potentials.

In conclusion, our study is the first to bring ight an emerging role for EGC in
preventing neuronal death by the modulation of oealr properties. We demonstrated the
neuroprotective capacities of EGC-derived 15d-P6udture work will determine the signalling

pathways that are involved in this neuroprotection.
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Figurelegends

Figure 1 Preventive and long-term neuroprotection by EGC during oxidative stress

A.Schematic representation of the co-culture modedduto characterize the long-term
preventive effects of enteric glial cells (EGC) iaga oxidative stress-induced neurotoxicity.
SH-SY5Y cells were co-culture with EGC on transvidtiérs during 24h, 48h, 72h or 96h. EGC
were then removed and after 3 washes with freshumed&H-SY5Y were treated with 200 uM

hydrogen peroxyde (},) during 24 hours before analysis of cell ded8h.SH-SY5Y were
treated or not with D, 200 uM for 24 hours (filled and empty bars respedy) in the

presence of EGC (+ EGC) or in the presence of SBAYS+ SH-SY5Y) seeded in transwell
filters as described in Figure 1B. Neuronal celittewas then analyzed by measuring the cell
permeability to 7- amino-actinomycin D (7-AAD) blpW cytometry (BD FACSArray). Values
are the mean + SEM from 4 independent experimemis-(vay ANOVA followed by Tukey’'s

post hoc test).

Eigure 2 15d-PGJ, protects SH-SY5Y cells against oxidative stress-induced neurotoxicity
SH-SY5Y were treated or not with,8, 200 uM for 24 hours (filled and empty bars
respectively) after previous treatment with 15d-PGJor 5 pM during 24h(A) or 96h (B).
Neuronal cell death was then analyzed by measutiegcell permeability to 7- amino-
actinomycin D (7-AAD) by flow cytometry (BD FACSAay). Values are the mean + SEM

from 4 independent experiments (one-way ANOVA,daleéd by Tukey’s post hoc test).
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Figure 3 15d-PGJ2 protects primary cultures of enteric nervous system (ENS) from oxidative

A-E. Primary cultures of ENS were treaté®E) or not (A) with 200 uM HO, for 24 h with
(C-E) or without A: control; B: H,O,) a previous treatment with 1uM (C), 2uM (D) or 3uM
15d-PGJ and analyzed by immunostaining with anti-b-tubulih antibodies. Pictures are
representative of one of five independent expertmedcale bar: 100 pri. Quantification of
neuron specific enolase (NSE) released in the mediy enteric neurons treated or not with
200 pM HO, for 24 hours (filled and empty bars respectivelythvi(+) 15d-PGJ2) or without
((-) 15d-PGJ2) a previous treatment with 1, 2 or 3uM 15d-PG¥2lues are the mean + SEM
of 5 independent experiments. *p<0.001 comparathtoeated cultures (empty bars); # p<0.05
compared to primary cultures treated withOpl without 15d-PGJ2 pretreatment; one way

ANOVA followed by Tukey’s post hoc test.

Figure 4 Inhibition of PGD synthase reduced long-term preventive effects of EGC EGC

A. EGC were transfected with pLKO.1-puro shRNA anfiid®S gene (EGC sh PTGDS) and
treated with puromycin 1pg/mL until stable expressof transgene. EGC and EGC sh PTGDS
were subjected to immunoblotting with an anti-PGByhthase (PGDS) antibody protein
followed by blotting with antB-actin antibody. Transfected EGC showing no diffieee of
PGDS expression was used as a negative control (@®IOCK). Quantitative analysis was
performed by measuring band densities with Imag§&ues are the mean + SEM from 4
independent experiments. * p<0.05 compared to ranstected EGC, (NS) non signifcant
compared to non transfected EGC (t-t&tSH-SY5Y were treated or not with 200 uM®4

for 24 hours (filled and empty bars respectively)tihe presence of EGC (+ EGC), EGC
transfected with pLKO1.0 shRNA PTGDS (+ EGCshPTGDE)in the presence of EGC
transfected with pLKO1.0 shRNA PTGDS non efficiennstruction (+ EGC shMOCK) seeded
in transwell filters as described in Figure 1A. Nmal cell death was then analyzed by

measuring the cell permeability to 7- amino-actigoim D (7-AAD) by flow cytometry (BD

16



FACSArray). Values are the mean = SEM from 5 indelemt experiments (one-way ANOVA

followed by Tukey's post hoc test).

Figure 5 15d-PGJ2 protective effects are independent of PPARg pathway

A. SH-SY5Y were treated or not with 200 uM,®4 for 24 hours (filled and empty bars
respectively) after previous treatment with 5 pMI-B85J2 or 5uM Roziglitazone during 24h.
Neuronal cell death was then analyzed by measutiegcell permeability to 7- amino-
actinomycin D (7-AAD) by flow cytometry (BD FACSAay). Values are the mean + SEM
from 6 independent experiments (* p< 0.05 compaoedontrol conditions treated with,8,.
(NS) non significant compared to,® treated cells to control conditions treated witfOH
(one-way ANOVA, followed by Tukey’'s post hoc te&) SH-SY5Y were treated or not with
200 uM HO;, for 24 hours (filled and empty bars respectivefter 24h treatment with 5 uM
15d-PGd preceded or not by 24h pre-treatment with 10 LW9862. Neuronal cell death was
then analyzed by measuring the cell permeability-tamino-actinomycin D (7-AAD) by flow
cytometry (BD FACSArray). Values are the mean + SEdin 4 independent experiments. *p<
0.05 compared to control conditions (vehicle) wedawith HO,. NS non signifcant compared to
H,0, treated cells with 15d-PGdrevious treatment (one-way ANOVA followed by Tylse

post hoc test).
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Article 3: Role des cellules épithéliales intestinales
dans le controle des fonctions du SNE: régulation du
phénotype neurochimique et role neuroprotecteur

contre un stress oxydant

Le systeme nerveux entérique (SNE) constitue un réseau neuronal localisé
tout le long du tube digestif controlant les différentes fonctions gastro-intestinales.
Des travaux récents ont montré que les neurones entérigues jouaient un role dans
le controle de la barriere épithéliale intestinale (BEI), en agissant sur la sécrétion
d’électrolytes, la prolifération des cellules épithéliales intestinales et la résistance
trans-épithéliale (Neunlist et al. 2008). Il semblerait que cette modulation soit
réciproque. En effet plusieurs études ont montré que les cellules épithéliales
intestinales (CEl) jouent un role important dans le controle des différentes fonctions
du SNE. Cependant le role des CEl dans le controle du phénotype neurochimique et
dans le contréle de la survie neuronale est trés peu connu. Nous avons donc voulu
étudier I'impact des CEl sur I'expression de neuromédiateurs au niveau du SNE et

leur réle neuroprotecteur lors d’un stress oxydant.

L'étude des interactions neuro-épithéliales a été réalisée en utilisant un
modele de co-culture de lignées de CEl avec des cultures primaires de SNE ou la
lignée de neuroblastome SH-SY5Y. Les lignées épithéliales Caco-2, T84 et IEC-6 ont
été cultivées sur filtre pendant 13 jours, jusqu’a l'obtention d’'un phénotype
différencié. Les cultures primaires de SNE ont été préparées a partir d’intestins
d’embryons de rat et cultivées pendant 13 jours pour obtenir un réseau neuronal

différencié (voir I’article 1).

Afin d’étudier I'effet des CEl sur le phénotype neurochimique, les cultures
primaires de SNE ont été co-cultivées avec les cellules Caco-2 pendant 3 jours. La

proportion des différentes populations neuronales par rapport a un marqueur
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neuronal général (anti-Hu) a été déteminée par immunocytochimie. Nous avons
montré que la co-culture avec des CEl induisait une augmentation de la proportion
population VIPergique sans modification de la population nitrergique. Ces effets
étaient reproduits en utilisant deux autres types de lignées épithéliales : la lignée
T84 et la lignée IEC-6. L’analyse des ARN messagers par PCR quantitative confirme
au niveau transcriptionnel I'augmentation de I'expression des ARNm du VIP en

présence de chacune des trois lignées.

Afin d’étudier les effets neuroprotecteurs des CEl, nous avons co-cultivé les
cellules Caco-2 avec les cultures primaires ou avec la lignée de neuroblastome SH-
SY5Y. Apres 24 heures de co-culture, les cellules étaient traitées avec 1.2 mM de
dopamine afin d’induire un stress oxydant. Suite a 24 heures de traitement par la
dopamine, la mort neuronale était analysée par la mesure de la libération de NSE
(Neuronal specific enolase) dans le milieu des cultures primaires de SNE. La NSE est
une protéine cytoplasmique spécifique des neurones, dont la libération dans le
milieu reflete spécifiqguement la mort neuronale. La mort neuronale était également
évaluée par l'analyse de l'activation de la caspase-3, enzyme clef de la mort
apoptotique, ou par mesure de la perméabilité membranaire au 7-AAD par
cytométrie de flux. Nous avons montré que la libération de NSE induite par le stress
oxydant était significativement réduite en présence de cellules caco-2 en co-culture.
Ces données démontrent les effets neuroprotecteurs des CEl dans un modele
pluricellulaire de cultures primaires de SNE. De fagon similaire, I'induction de la
perméabilité¢ membranaire des cellules SH-SY5Y induite par le traitement a la
dopamine était significativement réduite en présence de CEl. Ceci confirme le role
neuroprotecteur direct des CEl dans un modele simplifié de co-culture entre une

lignée de cellules épithéliales et une lignée de neuroblastome.

Nous avons ensuite montré que les effets protecteurs des CEl étaient
préservés en I'absence de celles-ci lors de I'application du stress oxydant induit par
la dopamine. Lorsque les filtres contenant les cellules Caco-2 étaient retirés apres
24h ou 48h de co-culture, I'effet protecteur sur les cellules SH-SY5Y était préservé,

cet effet était maintenu apres deux lavages avec du milieu frais.
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Le NGF (Nerve growth factor) pourrait étre responsable des effets des CEl.
Confirmant des résultats antérieurs (Varilek et al. 1995; Ma et al. 2003), nous avons
montré que les CEl produisaient du NGF. Les récepteurs a haute affinité (TrkA) et a
faible affinité (p75) du NGF étaient exprimés par les cultures primaires de SNE. Le
traitement de ces cultures avec du NGF provoquait une augmentation significative
de la proportion de neurones VIPergiques sans modifier I'expression de la nNOS.
Enfin le NGF protégeait les neurones entériques contre les effets toxiques de Ila
dopamine. Un prétraitement au NGF des cultures primaires permettait une
réduction significative de la proportion de neurones exprimant la caspase-3 active,

indice précoce de mort apoptotique.

Cette derniére étude démontre le role neuroprotecteur des CEl lors d’un
stress oxydant induit par la dopamine. Ces effets sont potentiellement médiés par
le NGF qui reproduit les effets des CEl en modulant le phénotype neurochimique et
en protégeant les neurones contre un stress oxydant. Cependant, I'implication

directe du NGF reste a démontrer.
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Neurons of enteric nervous system (ENS) regulate intestinal epithelial cells (IEC) functions but whether
IEC can impact upon the neurochemical coding and survival of enteric neurons remain unknown. Neuro-
epithelial interactions were studied using a coculture model composed of IEC lines and primary culture of
rat ENS or human neuroblastoma cells (SH-SY5Y). Neurochemical coding of enteric neurons was analysed
by immunohistochemistry and quantitative PCR. Neuroprotective effects of IEC were tested by measuring
neuron specific enolase (NSE) release or cell permeability to 7-amino-actinomycin D (7-AAD). Following
coculture with IEC, the percentage of VIP-immunoreactive (IR) neurons but not NOS-IR and VIP mRNA
expression were significantly increased. IEC significantly reduced dopamine-induced NSE release and
7-AAD permeability in culture of ENS and SH-SY5Y, respectively. Finally, we showed that NGF had neu-
roprotective effects but reduced VIP expression in enteric neurons. In conclusion, our study identified a
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novel role for IEC in the regulation of enteric neuronal properties.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The enteric nervous system (ENS) is an integrative neuronal
network organized along the gut which regulates gastrointestinal
functions. Part of this regulation occurs via the liberation of medi-
ators to the different target cells innervated by the enteric neurons
such as intestinal epithelial cells (IEC). In particular, recent studies
have shown that enteric neurons control intestinal epithelial bar-
rier (IEB) function such as electrolyte secretion, barrier resistance
and intestinal cells proliferation [1]. Conversely, enteric neurons
are also under the control of its cellular microenvironment and
in this context the IEB plays a crucial role. In particular, it is now
well admitted that the IEB, and in particular enterochromaffin cells
are able to transduce luminal signal to the enteric neurons via their
secretion of serotonin and to activate enteric reflexes controlling
intestinal peristaltism or mucosal secretion [2,3]. Also, mucosal
application of short chain fatty acids or acidity induced the activa-
tion of myenteric neurons which depends on the presence of the
mucosa [4]. Mechanical deformation of the mucosa is also able to
activate myenteric neurons [5]. Further, supporting this regulation
of neuronal excitability by the mucosa is the observation that

Abbreviations: ENS, enteric nervous system; IEB, intestinal epithelial barrier; IEC,
intestinal epithelial cell; NGF, nerve growth factor; nNOS, neuronal nitric oxyde
synthase; NSE, neuron specific enolase; VIP, vasoactive intestinal peptide.
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ex vivo mucosal removal leads to a reduced neuronal excitability
[6]. Besides these short term effects, emerging evidence suggest
that the IEB can also impact over long term upon neuronal func-
tions. It has been shown that erbB2 signalling in the colonic epithe-
lia is required for the postnatal survival of enteric neurons [7]. In
addition, Caco-2 IEC lines have been shown to favour neurite out-
growth in PC12 cells [8]. However, whether IEC can exert neuro-
protective effects is currently unknown. In addition, a recent
study has shown that IEC can impact on the ENS by regulating neu-
ronal synthesis of chemokines. In particular, under basal condition,
IEC reduced neuronal mRNA expression of IL-8 and MIP-18 in
neuronal cell lines [9]. Following stimulation of the IEC by
TNF-0/IFN-y, IEC directly increased neuronal production or mRNA
expression of cytokines [9]. However, besides regulation of neuro-
nal production of chemokines, it remains currently unknown
whether IEC can also regulate the neuronal expression of neurom-
ediators. Therefore, using coculture of IEC lines and primary cul-
ture of rat ENS or neuroblastoma cell lines, we aimed at
characterizing whether IEC can modulate neuromediators expres-
sion and exert neuroprotective effects.

Materials and methods

Cell culture. Primary cultures of rat ENS were obtained as previ-
ously described [10]. Human neuronal-like SH-SY5Y cells were
cultured as previously described [11]. Caco-2, T84, IEC-6 (ATCC)
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were seeded in 12-well Transwell® filters (Corning, NY, USA) at a
density of 2 x 10° cells/insert and cultured for 13 days to obtain

confluence as previously described [12]. All cells were maintained
in 95% air, 5% CO, at 37 °C.

Neuro-epithelial coculture model. Forty-eight hours prior to
coculture with primary ENS or SH-SY5Y, IEC media were replaced
by primary ENS or SH-SY5Y media, respectively. Coculture were
performed by maintaining primary ENS or SH-SY5Y cells in pres-
ence or absence of IEC for 3 days (neurochemical coding experi-

Table 1
List of primary antibodies.

Raised against Hostv Source or reference Dilution ments) or 1 day (neuroprotection experiments).
Species Oxidative stress. Oxidative stress was induced during 24 h with
HU(Pmt?m)S Mouse  Molecular Probes, OR, USA 1:200 dopamine. Preliminary experiments show that neurotoxic effect
HuC/D : : . .
- Mouse  US biological, MA, USA B m.SH-SYSY cells reaching a maximum at a concentration of dopa-
INOS Rabbit  Alexis Biochemicals, CA, USA 1:2000 mine of 1.2 mM (data not shown). This dose was chosen for the rest
P75 Rabbit  MC192 (gift from Dr. E.G. Johnson) [13]  1:3500 of the study.
trkA Rabbit  Kindly provided by Dr. L. Reichard [14]  1:5000 Immunohistochemical analysis. At the end of the experiments,
Active caspase-3  Rabbit  Sigma, Saint-Quentin Fallavier, FR 1:500 primary culture ENS was processed for immunohistochemical
studies as previously described [10]. Primary culture of ENS
was incubated in primary antibodies (Table 1) for 90 min. Fol-
Table 2 lowing 3 x 10 min washes with PBS, they were incubated for
List of secondary antibodies. 30 min with secondary antibodies (Table 2). In a second step,
Antibody S0 O TR S| all neurons were stained with antibodies against the neuronal
: marker HuC/D. The number of VIP-, nNOS-, active caspase-3-
Fl“::t’iprrﬁgzi‘éss Konkey interchimhonticoniER 2w and Hu-IR cells was counted in at least 20 ganglia per condition.
ey s e Eoml |l T e, L, 10 1:500 The data were expressed as a percentage normalized to the total
anti-mouse Hu-IR neurons.
Cy5-conjugated goat Jackson Immunoresearch, BA, USA 1:500 Quantitative PCR analysis. Total RNA isolation and PCR were per-
. ;“tl'ff‘bb‘t d don cson | . BA USA 1500 formed based on previously described methods [10]. The following
y3-conjugated donkey Jackson Immunoresearch, BA, U » primers were used: S6 forward: 5'-CCA AGC TTA TTC AGC GTC TTG
TTA ACT CC-3, S6 reverse: 5-CCC TCG AGT CCT TCA TTC TC TTG
A 251 B 80
*
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Fig. 1. Intestinal epithelial cells (IEC) modulate the neurochemical coding of the ENS. Primary cultures of ENS were cultured with or without IEC (Caco-2, T84 or IEC-6 cells)
for 72 h. Culturing IEC with ENS induced a significant increase in the proportion of VIP-immunoreactive (IR) (A) but not nNOS-IR neurons (B) (n = 6, paired t test, p < 0.05
compared to control). VIP mRNA levels in ENS cultured with IEC were significantly larger than in primary ENS alone (C) (n = 6, paired t test, p < 0.05 compared to control).
Values represent means + SEM. Double immunohistochemical labelling of primary ENS cocultured with or without IEC. Images showed that a larger number of neurons
(identified with Hu) were VIP-IR in presence of IEC (F,G, respectively) as compared to control (D,E, respectively). Scale bar = 20 pm.
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GC-3', VIP forward: 5'-TTG GCA AAC GAA TCA GCA GTA G-3/, VIP
reverse: 5-ATT TGC TTT CTA AGG CGG GTG TA-3'. VIP mRNA
expression was quantified using the 2-[Delta]-[Delta] CT method
[13] with S6 as the internal control. Data are representative of
six experiments performed in duplicate.

Assessment of cell viability. At the end of experiment, SH-SY5Y
cells were collected both in the supernatant and on the bottom
of the wells following treatment with trypsin—-EDTA. Membrane
permeability was evaluated by flow cytometry (BD FACSarray (Le
pont de Claix, France) following incubation of cell suspension with
7-amino-actinomycin D (7-AAD). Results were expressed as per-
centage of total cells.

Detection of NSE. Neuron specific enolase (NSE) released in the
culture medium was quantified by immunoradiometric assay (Pro-
lifigen® NSE IRMA, Diasorin; Stillwater, USA). Results are expressed
in ng/mL.

Chemicals. NGF (100 ng/ml; Sigma) was added in the culture
medium for 72 or 24 h.

Statistical analysis. Analyses were done with GraphPad Prism
4.0c (GraphPad, San Diego, CA, USA). All data were expressed as
means + SEM. Conditions were compared using a one-way analysis
of variance for repeated measures for multiple comparisons, or
using a paired Student’s t test. Difference were considered signifi-
cant when p < 0.05.
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Results

Intestinal epithelial cells modulate the neurochemical phenotype of the
ENS

Coculturing Caco-2 with primary ENS induced a significant
+161% increase in the proportion of VIP-IR neurons as compared
to control (i.e., ENS cultured alone; Fig. 1A, n=6, p < 0.05). In con-
trast, the proportion of nNOS-IR neurons was not affected by the
coculture (Fig. 1B). Furthermore, coculture of ENS with Caco-2 did
not modify neuronal viability as (1) the number of neurons per gan-
glia was identical in both conditions (19.6 + 0.7 vs. 19.5 + 0.5 Hu-IR
neurons/ganglia, n = 6) and (2) NSE levels in the culture supernatant
was not modified by the culture with IEC compared to control
(1.0£0.2 vs. 0.6 £ 0.1 ng/mL, respectively; Fig. 2A, n = 5).

To determine whether other IEC lines can modify the phenotype
of the ENS, we characterized the effect of ENS coculture with other
transformed (T84) and non-transformed (IEC-6) IEC. Under these
conditions, both IEC lines reproduced the effects of Caco-2 onto
the proportion of VIP- and NOS-IR neurons (Fig. 1A and B). We next
sought to determine whether the increase in the proportion of
VIP-IR neurons was associated with an increase in VIP mRNA
expression. Indeed, coculture of ENS with all IEC lines used induced
a significant increase in VIP mRNA expression (Fig. 1C, p < 0.05).
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Fig. 2. Intestinal epithelial cells (IEC) prevent neuronal cell death induced by dopamine in primary cultures of ENS and in neuroblastoma cell lines. Treatment of primary
culture of ENS with dopamine (1.2 mM) for 24 h induced a significant increase in extracellular level of NSE as compared to control (without dopamine). In presence of Caco-2,
dopamine-induced NSE release was significantly reduced as compared to ENS alone treated with dopamine (A) (n = 5; 'p < 0.001 compared to control; “p < 0.05 compared to
ENS treated with dopamine alone; one-way ANOVA). Treatment of SH-SY5Y cells with dopamine (1.2 mM) for 24 h induced a significant increase in 7-amino-actinomycin D
(7-AAD) permeability as compared to control (without dopamine). In presence of Caco-2, dopamine-induced 7-AAD permeability was significantly reduced as compared to
SH-SY5Y cultured alone and treated with dopamine (B) (n=7; 'p < 0.001 compared to control; *p < 0.05 compared to SH-SY5Y cells treated with dopamine alone; one-way
ANOVA). Culturing SH-SY5Y with Caco-2 prior to dopamine treatment (but not during oxidative stress) was sufficient to significantly reduce dopamine-induced increase in
cell permeability as compared to SH-SY5Y cultured alone and treated with dopamine. Increasing the duration of coculture prior to oxidative stress increased the protective
effect of IEB. (n =4, 'p <0.001 compared to control, “p<0.05 compared to SH-SY5Y cells treated with dopamine alone; one-way ANOVA). Values represent means + SEM.
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Fig. 3. Primary cultures of ENS express the receptors of NGF P75 end trkA. Double immunofluorescence staining of primary cultures of ENS with anti-Hu, anti-p75 or anti-
trkA antibodies. Double immunohistochemical staining revealed enteric neurons (identified with Hu; A) with p75-immunoreactivity which was found solely on the plasma
membrane of neurons (arrow, B). In addition, double immunohistochemical staining revealed enteric neurons (identified with Hu; C) with cytoplasmic trkA-

immunoreactivity (arrow, D). Scale bar = 20 pm.

Intestinal epithelial cells protect enteric neurons during oxidative
stress

Addition of dopamine to primary ENS induced a significant re-
lease of NSE in the culture medium as compared to control
(42+03 vs. 0.6+0.1ng/mL, respectively; Fig. 2A, n=5,
p <0.001). In contrast, coculture with Caco-2 for 24 h prior the oxi-
dative stress prevented the effects of dopamine upon the release of
NSE (1.7+0.2 vs. 4.2 +0.3 ng/mL, respectively; Fig. 2A, n=5,
p <0.001). The direct neuroprotective effect of IEC was then evalu-
ated using the neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Dopamine in-
duced a significant increase in cell permeability in SH-SY5Y
compared to SH-SY5Y alone (control) (61.4+5.2% vs. 11.4 +1.4%
7-AAD positive cells/total cells, respectively; Fig. 2B, n=7,
p <0.001). This dopamine-induced increase in cell permeability
was prevented when SH-SY5Y were cocultured with Caco-2 mono-
layer for 24 h prior oxidative stress as compared to control
(28.9 £3.5% vs. 61.4 £ 5.2% 7-AAD positive cells/total cells, respec-
tively; Fig. 2B, n=7, p<0.001). Such neuroprotective effects of
Caco-2 did not require their presence during oxidative stress. In-
deed, we still observed a neuroprotective effect of IEC upon SH-
SY5Y if Caco-2 were cocultured with SH-SY5Y only 24 h prior the
addition of dopamine but were not present during oxidative stress
as compared to control (45.0 £ 4.8% vs. 73.0 £ 2.8% of 7-AAD posi-
tive cells/total cells, respectively; Fig. 2C, n=4, p <0.001). These
preventive neuroprotective effects of Caco-2 were more effective
if [EC were cocultured with SH-SY5Y for 48 h prior oxidative stress
compared to 24 h time (30.3 £ 1.8% vs. 45.0 + 4.8% of 7-AAD posi-
tive cells/total cells, respectively; Fig. 2C, n =4, p < 0.05).

The effects of IEC upon neuronal functions are mediated in part by NGF

We finally sought to identify putative mediators secreted by IEC
involved in their effects upon the ENS. We tested the effects of NGF
which has been previously shown to be secreted by IEC [14,15]. We
first confirmed that IEC also synthesize NGF in our conditions (data
not shown). We next showed that both low-affinity receptor p75
and high-affinity trkA receptor for NGF were expressed in enteric
neurons of primary ENS (Fig. 3). Concerning the role of this neuro-
trophin in the regulation of neurochemical coding, addition of NGF
to primary ENS reduced significantly the proportion of VIP-IR

neurons compared to control (—66%, Fig. 4A, n=6, p < 0.01) with-
out modifying the one of nNOS (Fig. 4A; n = 6). The number of neu-
rons per ganglion was not modified by the addition of NGF (data
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Fig. 4. Intestinal epithelial cells (IEC) effects upon the ENS are mediated in part by
NGF. Primary cultures of ENS were treated or not with NGF 100 ng/ml for 72 h. The
percentage of VIP-immunoreactive (IR) but not NOS-IR in the ENS was significantly
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was treated with or without dopamine in absence or in presence of NGF. The
proportion of caspase-3-IR neurons induced by dopamine was significantly reduced
in presence of NGF as compared to ENS alone treated with dopamine. (B) (n=5,
p<0.001 compared to control; *p <0.05 compared to primary ENS treated with
dopamine alone; one-way ANOVA). Values represent means + SEM.
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not shown). Concerning its neuroprotective role, we showed that
preincubation of NGF with primary ENS significantly reduced the
dopamine-induced neurotoxicity (—60% of caspase-3 positive neu-
rons; Fig. 4C, n=5, p<0.05).

Discussion

This study identified a novel role of IEC in the control of neuro-
nal functions. In particular, we showed that IEC can modulate
neurochemical phenotype and exhibit neuroprotective effects.
We also identified NGF as being as one of the mediators involved
in the control of ENS properties by the IEB.

Emerging evidences suggest that the IEB can regulate the prop-
erties of enteric neurons and in particular its excitability, in
response to luminal and mechanical stimulation of the mucosa.
This regulation occurs over short period of time, i.e., milliseconds
to seconds. However, much less is known about the long-term reg-
ulation of ENS properties by the IEB. Our coculture model based on
the use of primary culture of ENS allows extensive physiological
studies of the role of the IEB upon various ENS properties. Although
being based on the use of primary culture of rat ENS, we showed
that rat IEC lines could reproduce the effects of human IEC lines
in this model.

Using this coculture model, we first demonstrated that the IEB
specifically modified the neurochemical coding of enteric neurons,
by increasing the proportion of VIP-IR neurons and VIP mRNA
expression without modifying nNOS-IR. This effect was not associ-
ated with an increased cell proliferation as the total number of
neurons per ganglia remained unchanged in presence of IEC as
compared to control. The exact mechanisms involved in this cross-
talk between IEC and enteric neurons have not been identified in
this work. Previous studies have shown that neuronal activity in-
creased the proportion of VIP-IR neurons in our primary ENS cul-
ture model [10]. Whether such induction is regulated by
neuronal activity is unknown, although removal of mucosa has
been shown to reduces neuronal activity in the ENS [6]. Such im-
pact of IEC upon the neurochemical coding of the ENS has never
been reported and its signification remains to be determined. How-
ever, it is tempting to speculate that such interactions could be in
part responsible for the increased proportion of VIP-IR neurons ob-
served in the submucosal plexus (which are in close proximity to
IEB) as compared to the one in the myenteric plexus (which are
more distant from the IEB). [16,17] Although our study did not
identify the function of these VIPergic neurons, previous study
showed that submucosal VIPergic neurons regulate several func-
tions of the intestinal epithelial barrier, such as electrolytes and
mucus secretion, permeability and proliferation [1]. Besides regu-
lating the neurochemical coding, our study also revealed that IEB
could have neuroprotective effects upon the enteric neurons. To
our knowledge this is the first report of neuroprotective functions
directly attributed to IEC. A previous study has already hinted to
such a role for IEC by demonstrating that erbB2 (receptor of neu-
regulins) signalling in colonic epithelial cells was necessary for
ENS postnatal survival [7]. In this study, we extend this observa-
tion by demonstrating that IEC via the liberation of soluble factor
have direct neuroprotective effects. Neuroprotective effects of IEC
are probably due in part to the induction in neurons of an in-
creased resistance to oxidative stress, as preincubation alone of
ENS with IEC-conditioned medium prior to oxidative stress was
sufficient to induce neuroprotection. Although currently unknown,
the neuroprotective mechanisms of IEC could be due to the regula-
tion of survival/death factors (Bcl-2; Bcl-xI; Bax. ..) or neuroprotec-
tive substances (glutathion,...) in enteric neurons.

Finally, a major result obtained in this study is that we identi-
fied NGF as being a likely mediator involved in the effects of IEC

upon ENS properties. We first showed that NGF is expressed by
IEC as previously reported by other studies [14,15]. We then
showed that NGF receptors (p75 and trkA) were present in the
neurons of primary ENS culture. These results are consistent with
data showing a wide distribution and often coexpression of trkA
and p75 receptors in myenteric neurons [18]. However, in their
studies the functional consequence of the activation of these recep-
tors remained unknown. In view of our study we can hypothesize
that NGF secretion by IEC under physiological condition (as in our
model) could have neuroprotective effects, via the activation of
high-affinity trkA receptor. However, under pathological condi-
tions, such as inflammatory bowel disease, large amounts of NGF
released by IEC [19] could activate p75 receptors and induce en-
teric neuronal cell death [20]. Besides regulating cell survival, our
study also suggests that NGF regulates the neurochemical pheno-
type of enteric neurons. Indeed, we showed that NGF reduced
the proportion of VIP-IR enteric neurons. This observation is in
agreement with data showing an increase in VIP-IR in the myen-
teric plexus of ileum from rats treated with NGF antiserum com-
pared with controls [21]. Similarly, in rats injected with an
antiserum against NGF, increased levels of VIP protein and mRNA
expression have been observed in sensory neurons in lumbar dor-
sal root ganglia [22]. It remains currently unknown which media-
tor is responsible for the increase in the proportion of VIP-IR
neurons. The regulation by NGF of increased neuronal survival
and reduced VIP expression can also be viewed from an integrated
view to limit functional redundancy. Indeed, as VIP has neuropro-
tective effect in the ENS [23,24] downregulation of its expression
would by NGF which has the same properties have no impact on
the survival of the neurons under physiological conditions.

In conclusion, this study extends the role of IEB in the control
of neuronal functions (neurochemical content, survival) and also
suggests that alterations in IEB phenotype, such as those ob-
served during infectious or inflammatory insults, could impact
upon ENS phenotype. This study also suggests that targeting
the IEB could be of interest in the prevention/treatment of en-
teric neuropathies.
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Discussion générale

Les travaux menés au cours de cette these permettent de mieux
appréhender les relations neuro-gliales dans le SNE et plus spécifiguement le
controle de la survie neuronale par les CGE. L’'ensemble de ces données permet de
mettre en évidence la CGE comme un acteur de premiere ligne dans la
neuroprotection et d’envisager leur role dans le concept émergent de neuropathie

entérique.

1 Les cellules gliales entériques : un acteur de
premiere ligne dans le controle des fonctions

neuronales

L’objectif principal de nos travaux était de caractériser le contrdle de la
survie des neurones entériques par les CGE et les bases cellulaires et moléculaires
impliquées dans ce contréle. Le role neuroprotecteur des CGE a déja été suggéré
dans un modeéle de souris transgéniques dépourvues de CGE (Bush et al. 1998). Ces
souris présentaient une dégénérescence des neurones entériques associée a
I’ablation gliale induite. Toutefois, I'inflammation intestinale sévere présentée de
facon concomitante ne permettait pas de déterminer si la dégénérescence
neuronale observée résultait de la perte gliale ou si elle était la conséquence directe

de |’état inflammatoire.

Au cours de notre travail, I’étude des interactions neuro-gliales directes a
été réalisée en utilisant un modele de culture primaire de SNE. Ce modeéle
pluricellulaire est composé d’un réseau neuronal différencié en ganglions associé
aux CGE et aux cellules musculaires lisses. Ce modele de cultures primaires

reproduit la composition et les propriétés neurochimiques du SNE in vivo, mais est
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dépourvu de cellules épithéliales, endothéliales et immunitaires (Chevalier et al.
2008). Ces deux critéres font de ces cultures un modele de choix pour étudier les
interactions neuro-gliales sans influence des autres composantes qui peuvent
intervenir in vivo. L'utilisation d’une stratégie d’infection adénovirale a permis de
mettre en évidence un ciblage préférentiel et spécifique des CGE par les particules
adénovirales. Cette ablation des CGE provoquait une augmentation de la mort
neuronale, démontrant le role clef des CGE dans le controle de la survie des

neurones entériques en situation physiologique.

En utilisant un modele de co-culture, nous avons montré que des facteurs
sécrétés par les CGE étaient en partie a I'origine de leurs effets neuroprotecteurs. La
neuroprotection observée suite a un stress oxydant est cependant plus marquée
dans un systéme de co-culture directe entre les deux types cellulaires. Cet effet
“distance” peut suggérer que le contact direct entre neurones et CGE ait un role
synergique, accentuant I'effet des facteurs sécrétés par les CGE, et/ou que ces
facteurs ont une durée de vie trés courte dans le milieu. Une explication alternative
serait 'existence de jonctions communicantes (Gap junctions) qui permettrait
I’échange des facteurs diffusibles neuroprotecteurs. De telles jonctions neuro-
astrocytaires ont été objectivées dans des cultures primaires de SNC (Froes et al.

1999) ; leur existence reste a établir dans le SNE.

Nous avons mis en évidence deux facteurs produits par les CGE responsables
au moins en partie de leurs effets neuroprotecteurs : le glutathion réduit et la
prostaglandine 15d-PGJ,. L'effet protecteur est observé a court terme par action
directe avec le glutathion réduit, et a long terme par action préventive avec la 15d-

PGJ,.

Le glutathion réduit, tripeptide produit et synthétisé par toutes les cellules
en quantité variables, est considéré comme le principal agent antioxydant non
enzymatique. Le réle du glutathion comme médiateur des effets neuroprotecteurs
des astrocytes a été établi dans le SNC (Dringen and Hirrlinger 2003; Shih et al.

2003). En utilisant a la fois des approches génétiques et pharmacologiques, nous
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avons montré par analogie que le glutathion produit par les CGE sous sa forme
réduite est responsable au moins en partie des effets neuroprotecteurs des CGE.
Les effets du glutathion sont directs et extracellulaires. La reproduction de ces
effets du glutathion dans un modele de culture ex vivo de plexus myentérique de

rat a permis de confirmer les effets du glutathion dans un modele intégré.

La prostaglandine 15d-PGJ, est une molécule identifiée récemment au
laboratoire (Bach-Ngohou et al. en préparation). Cette molécule produite et
sécrétée par les CGE a déja fait I'objet de nombreuses études au niveau du SNC. Ses
effets protecteurs vis-a-vis du stress induit par le glutamate, le monoxyde d’azote et
I’'H,0; ont été bien établis (Aoun et al. 2003; Aoun et al. 2003; Lim et al. 2004). Nous
avons donc démontré que la 15d-PGJ, est responsable en partie des effets

préventifs des CGE.

L’'ensemble de nos résultats permettent d’identifier deux voies distinctes
responsables des effets neuroprotecteurs des CGE. La premiére voie est une voie
directe et rapide qui consiste a modifier le microenvironnement et bloquer les
agents pro-oxydants ou leurs effets sur le neurone. La seconde voie est plutot une
voie préventive a long terme qui consiste a augmenter les capacités de défense du

neurone en stimulant ses voies antioxydantes ou anti-apoptotiques (Figure 22).

D’autres facteurs pourraient étre impliqués dans la neuroprotection des
CGE. Ainsi, le GDNF (Glial derived neurotrophic factor), le NGF (Nerve growth
factor), et le TGF-B1 (transforming growth factor-f1) sont tous produits par les CGE
(Bar et al. 1997; von Boyen et al. 2006; Neunlist et al. 2007). Le rodle
neuroprotecteur du GDNF dans le SNE a déja été montré lors d’un stress oxydant
induit par I'hyperglycémie (Anitha et al. 2006; Anitha et al. 2006). Concernant le
NGF, nous avons montré qu’il est capable de protéger les neurones entérique lors
d’un stress oxydant (Moriez et al. 2009). Le TGF-1, produit par les astrocytes, s’est
montré neuroprotecteur dans le SNC (Dhandapani and Brann 2003; Dhandapani et
al. 2003), mais a notre connaissance, son éventuel réle neuroprotecteur dans le SNE

n’a jamais été étudié.
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(1) Mécanisme microenvironnemental
o> Bloquer les agents pro-oxydants

{2) Mécanisme neuronal
> Renforcer les capacités de défense
du neurone

Figure 22: Mécanismes de neuroprotection par les cellules gliales entériques.

Les effets neuroprotecteurs des cellules gliales entériques (CGE) pourraient étre dus a deux
mécanismes distincts. Le premier mécanisme direct permettrait une action sur le
microenvironnement neuronal, permettant de bloquer les agents oxydants ou leurs effets toxiques
sur le neurone entérique. Un second mécanisme préventif agirait a plus long terme et permettrait
d’augmenter les capacités de défense du neurone en stimulant ses capacités antioxydantes ou en
inhibant les voies de mort cellulaire programmée comme la voie apoptotique.

Nos travaux soulignent le réle important que jouent les CGE dans le controle
de la survie neuronale. En réalité, plusieurs travaux publiés ces derniéres années
montrent que les CGE sont des régulateurs de I'ensemble des fonctions neuronales.
Outre leur role structural comme cellules de soutien du réseau nerveux, les CGE
interviennent dans le controle de la neurotransmission. Tout comme les astrocytes
du SNC, les CGE expriment préférentiellement certaines enzymes nécessaires a la
synthése et a la dégradation des neurotransmetteurs (Nagahama et al. 2001; Braun
et al. 2004; Ruhl et al. 2005). Ceci leur permet de controler directement la
disponibilité en neuromédiateurs au niveau de I'espace synaptique afin d’optimiser
la neurotransmission, tout en empéchant les effets toxiques de certains
neuromédiateurs comme le glutamate (Jessen and Mirsky 1983). Par ailleurs,
I’expression de canaux potassiques voltage-dépendants par les CGE est un moyen

de modifier la concentration extracellulaire d’ions K*, dont I"accumulation peut
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affecter l'activité neuronale (Hanani et al. 2000). La modification du codage
neurochimique consécutive a I'ablation partielle des CGE dans un modeéle de souris
transgénique (Aube et al. 2006) confirme I'importance des CGE dans la modulation

des fonctions neuronales et la synthése des neuromédiateurs.

Situées a proximité des corps neuronaux et des fibres interganglionnaires,
les CGE sont aussi trés proches des autres composantes cellulaires du tissu digestif
comme les cellules épithéliales intestinales (CEl), les cellules endothéliales et les
fibroblastes et pourraient étre impliquées dans le contréle des fonctions
physiologiques de ces cellules. De fait de leur proximité avec les CEl, les CGE
pourraient directement moduler le controle de la barriere épithéliale intestinale

(BEI). Ces interactions n’ont fait I'objet que de peu d’études.

Le role bénéfique et protecteur des CGE dans le contréle de ’lhoméostasie
de la BEl a pu étre démontré dans un modeéle transgénique in vivo, dans lequel
I’ablation spécifique des CGE entraine des altérations profondes de I'intégrité de la
BEI (Bush et al. 1998). In vitro les CGE sont capable de contréler directement la
perméabilité paracellulaire de la BEI (Savidge et al. 2007). Les CGE contrélent la
prolifération et I'étalement des CEl (Neunlist et al. 2007), favorisent Ia
différenciation et 'adhésion des CEl et activent les processus de réparation de la BEI
aprés une lésion (Van Landeghem et al. 2009 en révision). Des travaux récents de
notre laboratoire montrent par ailleurs que les CGE protégent la BEI de I'invasion

par Shigella flexneri (Flamant et al, en préparation).

Nous savons par ailleurs qu’il existe un contréle direct des fonctions de la BEI
par les neurones entériques. Ce contrdle consiste a moduler a la fois la prolifération
des CEl (Toumi et al. 2003) ainsi que la perméabilité épithéliale (Hayden and Carey
2000; Neunlist et al. 2003; Cameron and Perdue 2007). La présence d’interactions
complexes entre les CGE, les neurones entériques et les CEl suggere |'existence
d’une unité neuro-glio-épithéliale au sein du tube digestif (Figure 23). Cette unité
semble comparable a l'unité neuro-glio-endothéliale de la barriere hémato-

encéphalique (BHE) au niveau du SNC (Savidge et al. 2007; Neunlist et al. 2008). Elle
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semble cruciale au maintien de I’homéostasie du systeme gastro-intestinal.
Confortant ce concept, des lésions spécifiques touchant l'une de ces trois
composantes provoquent des atteintes irréversibles du tube digestif. En particulier
des altérations des CGE ont été décrites au cours des pathologies digestives
(Bassotti et al. 2005; Bassotti et al. 2006; da Silveira et al. 2009) et sont associées a
des atteintes de la BEI (Cabarrocas et al. 2003) et/ou a une dégénérescence des

neurones entériques (Bassotti et al. 2007).

P\

Figure 23 : Unité neuro-glio- épithéliale au sein du tube digestif

Ce schéma permet d’illustrer les interactions multidirectionnelles entre les neurones entériques
(Enteric neuron), les cellules gliales entériques (EGC) et les cellules épithéliales intestinales (IEC). La
position en premier plan de la cellule gliale entérique (EGC) met en évidence son réle central au sein
de 'unité neuro-glio-épithéliale. D’aprés Savidge et al 2007.
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2  Atteinte des cellules gliales entériques au cours
des neuropathies entériques : Concept de neuro-

gliopathies

Comme précédemment décrit, nos résultats montrent le réle clef des CGE
dans le controle de la survie neuronale. Ce rdle, mis en évidence grace au modéle
de cultures primaires de SNE est également souligné dans le cadre des neuropathies
entériques. Regroupant I'’ensemble des pathologies associées a une atteinte plus ou
moins profonde du SNE, le concept émergent de neuropathies entériques est
encore assez mal délimité (tableau Il). Les neuropathies entériques sont
habituellement définies par une neurodégénérescence et/ou une altération des

propriétés neuronales.

Quelques études décrivent I'atteinte contemporaine des CGE dans certaines
neuropathies entériques. Les exemples regroupent des pathologies de la motricité
intestinale (diverticulose, constipation sévére) (Bassotti et al. 2005; Bassotti et al.
2006), des pathologies inflammatoires comme la maladie de Crohn et I’'entérocolite
nécrosante (Geboes et al. 1992; Wedel et al. 1998; Cabarrocas et al. 2003) ou des
pathologies infectieuses comme la maladie de Chagas (da Silveira et al. 2009). Une
étude récente montre le ciblage spécifique des CGE par le JC virus chez les patients
atteints de pseudo-obstruction intestinale chronique (POIC), ce qui laisse supposer
gue l'atteinte neuronale responsable de la dysmotilité soit secondaire a une
atteinte gliale primitive (Selgrad et al. 2009). De plus, [Ianalyse
immunohistochimique du marqueur glial S100B sur des segments coliques prélevés
chez des patients atteints de cancers colo-rectaux montre une altération du réseau
des CGE a distance de la tumeur, suggérant que la perte de CGE pourrait favoriser

les processus de carcinogénése (Neunlist et al. 2007).

L’altération des CGE serait donc associée a l'initiation et/ou a I’évolution de
ces pathologies. Cette hypotheése est renforcée par les modeles expérimentaux

induisant des lésions spécifiques des CGE. In vivo, dans les modéles animaux,
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I’ablation totale des CGE provoque une inflammation intestinale sévére (Bush et al.
1998; Cornet et al. 2001) ainsi qu’une dégénérescence neuronale (Bush et al. 1998).
Des lésions plus modérées des CGE sont associées a une modification du codage
neurochimique et a une altération de la perméabilité intestinale (Aube et al. 2006).
Dans notre étude, I'ablation de CGE induite au sein des cultures primaires permet
de reproduire in vitro I'ablation induite dans ces modeles animaux. Ce modele,
guoique réductionniste, exclut I'implication des composantes immunitaire et
inflammatoire et confirme l'effet direct des CGE sur la survie des neurones
entériques. Les modifications induites du phénotype neurochimique dans ces

cultures primaires dépourvues de CGE feront I'objet d’études ultérieures.

Notre étude montre le ciblage spécifique des CGE par les particules
adénovirales. Les données publiées récemment par Selgrad montrant une infection
ciblée des CGE par le JC virus constituent un deuxieme exemple du tropisme de
certains virus pour la glie entérique (Selgrad et al. 2009). Ces deux exemples
suggerent que les CGE seraient atteintes précocement par rapport aux autres

composantes cellulaires et bien avant les neurones entériques et les CEI.

Nous nous sommes particulierement intéressés au réle neuroprotecteur des
CGE dans une situation de stress oxydant. La plupart des pathologies
inflammatoires et infectieuses sont étroitement associées a une production accrue
d’espéces réactives de I'oxygene (ERO) suite a I'activation des cellules immunitaires
(Geboes 1994). Ces ERO, dirigées contre les agents infectieux, vont aussi attaquer
les cellules avoisinantes et notamment les neurones, particulierement sensibles au
stress oxydant. De plus, Les ERO d’origine bactérienne ou nutritionnelle sont
produits en permanence dans la lumiére digestive (Aw 1997; Potoka et al. 2002; Aw
2005). Les neurones entériques, situés a proximité de la lumiere, représentent donc
une cible directe de ces ERO. En situation normale, la neuroprotection assurée par
les CGE représente schématiquement une “bulle” de protection qui va prévenir les
effets neurotoxiques de ces molécules pro-oxydantes. Cependant, I'atteinte de la

population gliale induite lors des différentes neuropathies entériques provoque une
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rupture de cette “bulle” ce qui rend les neurones particulierement susceptibles au

stress oxydant omniprésent.

Nos travaux confirment le role neuroprotecteur des CGE qui assurent le
contréle de la survie neuronale a la fois dans des conditions physiologiques mais
également dans des situations de stress souvent associées aux différentes

pathologies.
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Conclusion et perspectives

Nos travaux sont les premiers a montrer directement que les CGE sont
neuroprotectrices. En utilisant un modele pluricellulaire différencié, nous avons
démontré I'effet neuroprotecteur direct des CGE et nous avons identifié deux
facteurs potentiels sécrétés par les CGE et impliqués dans cette neuroprotection.
Ces deux facteurs, le glutathion réduit (GSH) et la prostaglandine 15d-PGJ, agiraient
par deux voies distinctes et complémentaires. Le GSH, avec son action
antioxydante, agirait par une voie directe et rapide permettant de neutraliser les
molécules pro-oxydantes présentes dans le microenvironnement des neurones. A
I'inverse, la 15d-PGJ, serait impliquée dans les voies de protection préventives et a
long terme. Ces voies permettraient de modifier le phénotype du neurone afin
d’augmenter ses capacités de défense. En effet, la 15d-PGJ, est capable d’activer
différentes voies de signalisation, principalement les voies PPARy, Nrf2 et NFkB.
Nous avons montré dans un premier temps que les effets protecteurs de la 15d-
PGJ, sont indépendants de la voie PPARy dans ce contexte de neuroprotection. I
reste donc a identifier les voies activées au sein des cellules neuronales en présence

de 15d-PGJ; d’origine gliale.

D’autres molécules sont probablement produites par les CGE et pourraient
jouer un role dans la neuroprotection et dans le controle des fonctions neuronales.
Aussi il serait intéressant d’aller plus avant dans la caractérisation des différents
médiateurs gliaux ainsi que dans leurs réles fonctionnels vis-a-vis des neurones et
des autres composantes cellulaires, comme les cellules épithéliales intestinales.
serait également important d’étudier I'effet d’un stress oxydant sur les différentes
populations neuronales. Ceci permettrait de caractériser la susceptibilité de ces
différentes populations au stress oxydant, d’'une part, et d’étudier I'effet d’un stress
chronique (induit par de faibles quantités d’espéces réactives de I'oxygene) sur le

phénotype neurochimique du SNE, d’autre part.
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A long terme, les CGE pourraient représenter une cible thérapeutique pour
le traitement et la prévention des neuropathies entériques. En particulier, des
apports nutritionnels (antioxydants, ®-6) permettant de renforcer les capacités de
neuroprotection des CGE pourraient constituer un moyen de prévenir les atteintes

gliales et neuronales associées a la mise en place des neuropathies entériques.
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CONTROLE DE LA SURVIE NEURONALE PAR LES CELLULES GLIALES ENTERIQUES DANS DES
CONDITIONS DE STRESS OXYDANT

RESUME: Des phénomenes de neurodégénérescence du systeme nerveux entérique (SNE) ont été décrits
au cours d’états inflammatoires intestinaux et chez des malades atteints de pathologies
neurodégénératives centrales. Par ailleurs, des études récentes ont montré I’importance des cellules gliales
entériques (CGE) dans le contrdle des fonctions neuronales. Néanmoins, le role neuroprotecteur potentiel
de ces cellules reste trés mal connu. Aussi, le but de ce travail de thése était de mettre en évidence le
contrble de la survie neuronale par les CGE et d’identifier les mécanismes et les médiateurs impliqués. En
utilisant une stratégie d’infection adénovirale, nous avons d’abord montré que la destruction spécifique
des CGE présentes dans les cultures primaires induisait une dégénérescence des neurones entériques en
conditions basales mais aussi lors d’un stress oxydant induit par la dopamine ou le peroxyde d’hydrogeéne.
La co-culture de lignées de CGE avec les cultures primaires de SNE ou avec une lignée de neuroblastome
humain permet une réduction de la mort apoptotique des neurones induite par le stress oxydant. L’ajout
de milieu conditionné de CGE reproduit cet effet neuroprotecteur démontrant ainsi I’implication de
facteur(s) soluble(s) dans la neuroprotection. Parmi les médiateurs impliqués, nous avons identifié le
glutathion réduit (GSH), qui aurait une action directe sur le microenvironnement neuronal. L’ implication
du GSH a été demontrée en inhibant sa synthése a la fois par des approches génétiques (ARN
interférence) et pharmacologiques. Par ailleurs, Nous avons mis en évidence I’implication d’un autre
médiateur, la 15d-PGJ,, dérivée des oméga-6, qui permet une protection préventive et a long terme.
L’implication de la 15d-PGJ, a été démontrée en bloquant la synthése de cette molécule au sein les CGE
par ARN interférence. Enfin, nous avons mis en évidence une neuroprotection par les cellules épithéliales
intestinales qui sont présentent a proximité des neurones. En conclusion, nos travaux démontrent que les
CGE possédent des capacités neuroprotectrices dans le SNE lors d’un stress oxydant induit. La capacité
neuroprotectrice des CGE, similaire a celle décrite pour les astrocytes du systeme nerveux central,
pourrait étre utilisée comme une cible thérapeutique au cours des neuropathies entériques.

Mots-clés : systeme nerveux entérique, cellules gliales entériques, stress oxydant, dopamine, peroxyde
d’hydrogene, neurodégénérescence, neuroprotection, Caspase3, glutathion réduit, 15d-PGJ,

CONTROL OF NEURONAL SURVIVAL BY ENTERIC GLIAL CELLS UNDER OXIDATIVE STRESS
Abstract: Neurodegeneration of the enteric nervous system (ENS) has been reported during various
intestinal inflammatory conditions and neurodegenerative disorders of the central nervous system.
Increasing evidence suggests that the enteric glial cells (EGC) are critical for enteric neurons functions. It
has been suggested that, like astrocytes in central nervous system, EGC may have neuroprotective
properties. Nevertheless, this putative neuroprotective role of EGC has never been demonstrated. The aim
of this study was to demonstrate the control of neuronal survival by EGC under oxidative stress
conditions.Using specific adenoviral transduction, we first demonstrated that specific ablation of EGC in
primary cultures of ENS promotes basal neuronal cell death and amplify neuronal death induced by
dopamine or hydrogen peroxide. In co-culture experiments, EGC had neuroprotective effects both on
ENS primary cultures and human neuroblastoma cells. These effects were also obtained by EGC
conditioned medium suggesting that one or more soluble factors are involved. Among these factors, we
identified reduced glutathione (GSH) responsible of direct and rapid neuroprotection by EGC. GSH
involvement has been shown by inhibiting its synthesis using genetic (RNA interference) and
pharmacological approaches. We also identified a second mediator, the w6-derivative 15d-PGJ,, involved
in the preventive and long term neuroprotection by EGC.The direct implication of 15d-PGJ, pathway of
EGC has been shown by using specific gene silencing. Finally we demonstrated that intestinal epithelial
cells, cells in the proximity of enteric neurons, can also protect neurons against oxidative stress. In
conclusion, our data demonstrate that EGC play a crucial role in the control of neuronal survival against
oxidative stress. Therefore increasing EGC neuroprotective capacities could be of therapeutic interest in
enteric neuropathies.

Key words: Enteric nervous system, enteric glial cells, oxidative stress, dopamine, hydrogen peroxide,
neurodegeneration, neuroprotection, Caspase 3, Reduced glutathione, 15d-PGJ,.
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